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RIASSUNTO 
 
 Le cellule progenitrici endoteliali (Endothelial Progenitor Cells, EPCs) sono cellule 
originate a livello del midollo dal quale vengono mobilitate nel circolo sanguigno; divenute 
migranti, proliferano e differenziano in cellule endoteliali mature, contribuendo 
significativamente alla neovascolarizzazione e alla riparazione dei danni a livello 
dell’endotelio. Attualmente sono stati identificati due principali tipi di EPCs: le early EPCs 
presenti dopo 4-7 giorni di coltura, esprimono sia i marcatori endoteliali che quelli delle 
staminali ematopoietiche; le late EPCs, che si sviluppano dopo 2-3 settimane di coltura, 
esprimono i soli marcatori endoteliali.  
Molti studi hanno riportato una diminuzione del numero e della funzionalità delle EPCs nel 
caso di stress ossidativo, patologie cardiovascolari, ipertensione, diabete ed invecchiamento; 
per questo motivo attualmente sono considerate un marcatore dello stato di salute del sistema 
cardiovascolare. In particolare è stata dimostrata un’inibizione del differenziamento delle 
EPCs indotta da stress ossidativo.  
Lo scopo del presente lavoro è quello di valutare l’effetto antiossidante di un lisato di grano 
(Lisosan G) e di fagiolo (Lady Joy) in cellule progenitrici endoteliali, valutandone la vitalità, 
la funzionalità nonché la risposta allo stress ossidativo. Lisosan G è un lisato di grano derivato 
da una particolare lavorazione del cruschello e germe di grano biologico; tra le componenti è 
significativa la presenza di antiossidanti quali vitamina B, tocoferoli ed oligoelementi nonché 
acidi grassi polinsaturi. Lady Joy è un lisato di fagiolo privo di fitoemoagglutinina ed 
arricchito in faseolamina, inibitore dell’α-amilasi; ricco di fibre e proteine, rappresenta una 
consistente fonte di antiossidanti quali flavonoidi ed in particolare antociani. 
Dal sangue periferico sono state isolate le cellule mononucleate (PBMC, Peripheral 
Mononucleated Blood Cell) dalle quali sono state selezionate le early EPCs mediante semina 
su piastre rivestite con fibronectina ed incubate con terreno selettivo. Dopo 5 giorni in coltura, 
le cellule adese sono state pretrattate con i suddetti lisati e quindi esposte a perossido di 
idrogeno. E’ stata valutata la vitalità cellulare mediante saggio MTT, la funzionalità con il 
saggio di adesione e la senescenza nonché  la produzione di ROS mediante sonda fluorescente 
(DCFH-DA) e l’espressione genica di superossido dismutasi (SOD2), catalasi (CAT), 
glutatione perossidasi (GPx) ed emeossigenasi (HO-1) mediante real-time RT-PCR. Infine l’ 
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eventuale attivazione di Nrf2 da parte dei lisati è stata valutata mediante immunocitochimica 
del fattore. 
 I dati ottenuti suggeriscono un’azione protettiva del Lisosan G e del Lady Joy in EPCs 
in cui è stato indotto stress ossidativo, in quanto è evidente la riduzione di ROS e l’aumento di 
vitalità e funzionalità. Dallo studio del meccanismo che media l’induzione degli enzimi 
antiossidanti è emerso un ruolo chiave del sistema Nrf2 dipendente in seguito al trattamento 
con lisato di grano. 
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ABSTRACT 
 
Endothelial progenitor cells (EPCs) originate in the bone marrow and are mobilized into the 
peripheral circulation, home to sites of injury, where contribute to neovascularisation and 
tissue repair, thereby differentiating in  mature endothelial cells. 
To date, two type of endothelial progenitor cells have been isolated and characterized: early 
EPC and late EPC. Early EPC, with spindle shape, showed peak growth at 2 to 3 weeks, 
whereas late EPC with cobblestone shape appeared at 2 to 3 weeks, showed exponential 
growth at 4 to 8 weeks, and lived up to 12 weeks. Late EPC are different from early EPC in 
the expression of endothelial marker, such as VE-cadherin, Flt-1, KDR, and CD45 while early 
EPCs are positive for both hematopoietic stem cell markers such as CD34 and an endothelial 
marker protein as KDR. These two types of cells  showed comparable in vivo vasculogenic 
capacity. 
 Patients with cardiovascular diseases, including coronary artery disease, heart failure, 
hypertension, and diabetes, have been shown to exhibit reduced number and functional 
capacity of EPCs while emerging evidence from in vitro and clinical studies suggests that 
inflammatory and oxidative changes influence EPC mobilization and inhibit their 
differentiation. 
Decreasing oxidative stress status would induce mobilization and improve the functionality of 
EPCs and  first evidence suggested that antioxidant treatment prevents the oxidative stress-
induced EPC dysfunction.  
 A number of reviewers have shown that whole grain products and legumes have strong 
antioxidant activity. The study has analyzed the effects of Lisosan G and Lady Joy lysate on 
the vitality, as well as their functional properties and the antioxidant response of the 
endothelial progenitor cells exposed to oxidative stress. Lisosan G is a fermented power of the 
grain of Triticum Sativum, a good source of vitamins, oligoelements and polyunsatured fatty 
acid, and it was also demonstrated an antioxidant activity linked to this product. Lady Joy is a 
variety of bean agronomically viable as a source of phaseolamin and not contaminated by 
toxic phytohemagglutinin; from which a lysate has been prepared and used during the present 
study. 
Mononucleated Blood Cell were isolated from peripheral blood of healthy donors and plated 
on fibronectin-coated culture dishes; after 5 days of incubation with endothelial medium 
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adherent cells were identified as early EPCs and treated with different concentration of 
Lisosan G and Lady Joy for four hours. During this period oxidative stress was induced by 
adding hydrogen peroxide. Cell viability has been measured with MTT assay, while the cell 
function was tested with an adhesion assay and a senescence assay (β-galactosidase kit), 
furthermore ROS production was measured with DCFH-DA, a fluorescent probe and gene 
expression of superoxide dismutase (SOD2), catalase (CAT), glutathione peroxidase (Gpx1) 
and hemeoxigenase (HO-1)  has been evaluated with  real-time PCR.  
Finally lysate-mediated activation of Nrf2  has been evaluated through immunocytochemisty 
assay. 
Our data suggest a protective effect of Lisosan G and Lady Joy in endothelial progenitor cells 
exposed to oxidative stress both in viability and function. 
The treatment also induces  antioxidant gene expression, apparently mediated by Nrf2/ARE 
system which seems to be activated by the grain powder lysate. 
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1.1 CELLULE PROGENITRICI ENDOTELIALI 
L’organo adulto è costituito principalmente da cellule che hanno completato il 
processo di differenziamento ed esprimono una varietà di caratteristiche fenotipiche 
specifiche; localmente o nella circolazione sistemica sono inoltre presenti cellule 
staminali adulte quiescenti, le quali si attivano in presenza di stimoli ambientali allo 
scopo di promuovere la rigenerazione fisiologica e patologica dei tessuti. 
Le cellule staminali adulte, somatiche o progenitrici, sono considerate multipotenti 
e presenti nel midollo osseo, sangue, fegato, muscolo, epidermide e cervello 
dell’individuo adulto. A differenza delle cellule staminali embrionali, l’origine delle 
cellule staminali adulte in tessuti e organi di organismi già completamente sviluppati 
non è ancora nota. E’ stato ipotizzato che risiedano in un’area specifica di ciascun 
tessuto dove rimangono quiescenti, ossia non differenziate, fino alla loro attivazione a 
seguito dell’insorgenza di una patologia o di un danno (Asahara et al., 1997). Alcuni 
ricercatori ritengono che, nonostante possano essere utili al normale turnover di cellule 
tessuto-specifiche, non siano in grado di fornire un numero sufficiente di cellule quando 
il tessuto o l’organo in cui esse risiedono subisce un danno esteso (Li Calzi et al., 2010). 
Le cellule progenitrici rappresentano un gruppo di staminali adulte committed, ossia 
che hanno già iniziato il processo di differenziamento verso un’unica linea cellulare; tra 
queste, l’interesse si è recentemente focalizzato sul ruolo delle progenitrici endoteliali. 
Il midollo osseo rappresenta una fonte di progenitori di cellule endoteliali che 
possono essere mobilizzate in circolo e colonizzare vari tipi di tessuto, tra cui quello 
miocardico; queste cellule, chiamate EPCs, (Endothelial Progenitor Cells), sono simili 
ad angioblasti embrionali, derivano dalla linea mesodermica ed hanno un precursore 
comune con le HSCs (hematopoietic stem cells), l’emangioblasto, sebbene sia stato 
dimostrato (Rehman et al.) che queste progenitrici presenti in colture di sangue umano 
possono originare anche dalla linea monocitomacrofagica e possono quindi essere 
isolate anche dal sangue derivante dal cordone ombelicale o dal sangue periferico. 
La prima descrizione delle EPCs risale al 1997, da Asahara e collaboratori, che 
identificarono una popolazione di cellule circolanti con proprietà simili a quelle degli 
angioblasti embrionali, capaci di differenziarsi ex vivo in cellule con fenotipo 
endoteliale. Da questa prima evidenza ne sono succedute numerose, fino ad arrivare alla 
loro caratterizzazione in varie condizioni patologiche. 
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La dimostrazione che queste cellule circolanti migrano ai siti di 
neovascolarizzazione dove differenziano in cellule endoteliali, ha portato a confutare il 
paradigma che relegava la vasculogenesi alla sola fase embrionale, suggerendo nuovi 
meccanismi di neovascolarizzazione post-natale
 
(Asahara et al., 2004). 
Nonostante la varietà e numerosità delle informazioni attualmente disponibili in 
letteratura, non esiste una certa ed inopinabile definizione di EPCs, né una concreta 
determinazione del loro ruolo nei processi di neo-vascolarizzazione ed ancor meno 
dell’effettivo contributo all’omeostasi vascolare. Questa ambiguità deriva dal fatto che 
non esiste al momento un marcatore univoco che ne permetta l’identificazione e, ad 
oggi, sono utilizzati diversi metodi per isolarle e caratterizzarle (Hristov et al., 2003); 
pertanto, come si evince dagli studi più recenti, con questo acronimo vengono 
attualmente identificate diverse popolazioni cellulari di origine midollare, la maggior 
parte delle quali sfugge alla definizione classica di progenitrice
 
(Pearson et al., 2010). 
Attualmente il concetto di EPCs è basato sulle caratteristiche che esse possiedono, quali 
essere cellule circolanti che si originano dal midollo osseo ematopoietico dell’adulto, 
con potenziale proliferativo clonale e capacità differenziativa ristretta al lineage 
endoteliale. Altre caratteristiche funzionali delle EPCs sono l’abilità di formare tubuli 
simili ai capillari e successivamente vasi sanguigni stabili quando impiantate nei tessuti 
(Asahara et al., 2004). 
 
1.1.1 DALL’ ORIGINE AL DIFFERENZIAMENTO 
 
Le EPCs derivano dalle cellule staminali ematopoietiche del midollo osseo ed 
esprimono specifici marcatori di superficie caratteristici di staminalità, quali il CD133 
ed il CD34 (Yin et a., 1997). 
Il midollo osseo comprende due nicchie, quella osteoblastica o endosteale e quella 
vascolare; la seconda contiene più cellule staminali e progenitrici committed rispetto 
alla popolazione quiescente di cellule staminali presente nella nicchia endosteale. Il 
microambiente del midollo osseo passa da uno stato quiescente ad uno attivato quando, 
in seguito a danno tissutale locale, vengono rilasciati nella circolazione vari fattori 
solubili, inclusi VEGF (vascular endothelial growth factor), FGF (fibroblast growth 
factor), GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) ed osteopontina. 
Questo processo promuove la mobilizzazione dei precursori sia vascolari che 
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ematopoietici attraverso la circolazione periferica sino al sito di danno. A livello del 
tessuto danneggiato, le cellule reclutate dal midollo osseo insieme ad altre cellule 
stromali, quali adipociti e fibroblasti, costituiscono un unico microsistema, in grado di 
modificare il fenotipo delle cellule di origine midollare (Li Calzi et al., 2010). 
Il meccanismo mediante il quale le EPCs sono reclutate nell’organo interessato 
consta di tre fasi, mediate da citochine, chemochine e fattori di crescita: rilascio dal 
midollo osseo, altrimenti detto reclutamento; mobilizzazione nel circolo sanguigno fino 
al sito interessato; differenziazione in cellule endoteliali mature. 
A queste fasi ne va aggiunta un’altra, chiamata homing, che si basa sul movimento 
opposto rispetto alla mobilizzazione, ossia dal circolo sanguigno alla nicchia endosteale 
del midollo osseo (Figura 1). Tali fasi in realtà tendono a sovrapporsi così come 
l’azione dei fattori inducenti, che, nonostante vengano schematicamente classificati per 
fase, agiscono di concerto in ogni passaggio del processo di maturazione delle cellule 
staminali. 
 
1.1.2 RECLUTAMENTO 
 
Nella fase di reclutamento ha un ruolo fondamentale l’attivazione del recettore di 
superficie Kit, normalmente espresso sulla membrana citoplasmatica delle cellule 
ematopoietiche e dei mastociti, mediante il legame con il suo ligando (mbKitL), legame 
che determina il rilascio del fattore solubile (KitL). Questa interazione è necessaria per 
il reclutamento delle EPCs ed è stato dimostrato un aumento dell’espressione del 
ligando in seguito ad eventi infiammatori (Dentelli et al., 2007). In condizioni di stress è 
stato inoltre osservato un importante ruolo della metallo proteinasi 9 di matrice (MMP-
9) nel favorire il legame tra il recettore e il ligando, determinando il rilascio del fattore 
che in questo modo permette il trasferimento delle cellule staminali ematopoietiche da 
una nicchia quiescente ad una proliferativa, e la loro mobilizzazione (Heissig et 
al., 2002 ). Un altro fattore di crescita essenziale è il VEGF, attivato anche da MMP-9, 
che induce un miglioramento della capacità funzionale ed un incremento del numero di 
EPCs (Asahara et al., 1999). 
Molti altri fattori sono implicati in questo processo, tutti attualmente utilizzati come 
agenti mobilizzatori di cellule staminali e che ne migliorano la funzionalità; degni di 
nota sono lo Stromal Derived Factor-1 (SDF-1), fattore chiave nella mobilizzazione e 
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ritenuto l’elemento che protegge le EPCs dall’apoptosi (Yamaguchi et al., 2003); il 
Fibroblast Growth Factor (FGF), il fattore di crescita placentare, che ha vari ruoli nella 
cascata di attivazione delle cellule staminali, tra i quali l’up-regolation dell’attività delle 
MMP-9, e ancora l’eritropoietina (Bahlmann et al., 2004) e la sintetasi costitutiva 
endoteliale dell’ossido nitrico (eNOS), la cui assenza produce un deficit funzionale e 
numerico di cellule staminali nei topi (Aicher et al., 2003). 
Il rilascio in circolo di questi fattori, soprattutto VEGF, è indotto da svariati stimoli, 
ma sicuramente il più potente è l'ischemia tissutale; quello che ancora risulta poco 
chiaro è il reale meccanismo utilizzato da questi mediatori. A tal riguardo sono stati 
effettuati diversi trial clinici sull’uomo e i risultati contradditori emersi evidenziano la 
necessità di ulteriori approfondimenti. 
 
 
Figura 1: fasi di attivazione delle cellule progenitrici endoteliali e fattori interagenti; BMEC, bone marrow 
microvascular endothelial cell (Li Calzi et al., 2010). 
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1.1.3 MOBILIZZAZIONE E HOMING 
 
Mobilizzazione e homing sono processi strettamente correlati: la mobilizzazione 
comporta l’esodo delle cellule staminali e progenitrici ematopoietiche (HSC/HPC) dal 
midollo osseo alla circolazione sanguigna, l’homing costituisce il percorso inverso. Le 
HSC migrano dalla nicchia endosteale a quella vascolare e da qui in ultimo al circolo 
sanguigno; ciò avviene di solito quando stress di varia natura inducono delle variazioni 
dei livelli di SDF-1 nel midollo osseo. Il meccanismo coinvolto nella mobilizzazione 
non è stato del tutto chiarito, ma sicuramente coinvolge l’up-regulation di proteasi quali 
MMP-2, MMP-9, catepsina-G ed elastasi. Queste proteasi vanno a rimuovere i segnali 
di ritenzione al compartimento, come il fattore di legame alla membrana delle cellule 
staminali (membrane-bound Stem Cell Factor, mSCF), SDF-1, VCAM-1 e osteopontina 
(Opn). Anche il gradiente del FGF-4 regola la mobilizzazione (Yin et al., 2006). 
Questo meccanismo è caratterizzato dalla perfetta integrazione dell’attività di più 
agenti; in primo luogo le integrine, in particolare le B2 (CD18-11) e le a4B1, che 
permettono l’interazione cellula-cellula, essenziale nei processi di neovascolarizzazione; 
il deficit delle prime riduce la capacità migratoria delle cellule staminali su piastra, 
mentre la deplezione delle seconde riduce l’homing cellulare cardiaco, evidenziando 
come le molecole di adesione siano tessuto specifiche. La re-endotelizzazione invece, 
avviene per mezzo delle vitronectine e rispettivi recettori (aVB3 e aVB5) che mediano 
l’adesione delle EPCs al vaso danneggiato; studi in vivo hanno dimostrato che 
l’inibizione delle vitronectine blocca il processo di re-endotelizzazione. 
Oltre ai fattori già decritti per il reclutamento, anche gli inibitori dell’HMG-CoA 
inducono la mobilizzazione delle EPCs in quanto aumentano la capacità funzionale 
delle EPCs sia in vitro sia in vivo (Vasa et al., 2001). 
Alcuni studi hanno evidenziato una riduzione delle EPCs indotta dalla proteina C 
reattiva (Verma et al., 2004); si suppone che ciò dipenda dall’inibizione dell’enzima 
ossido nitrico sintasi endoteliale eNOS.  
Studi sperimentali, infatti, hanno mostrato che topi eNOS--/-- avevano anche un 
ridotto numero di EPCs (Aicher et al., 2003) dimostrando il ruolo essenziale di eNOS 
nella fase di mobilizzazione. L’attivazione del trasduttore transmembrana della sintasi 
di NO è implicato anche nei meccanismi che fanno dell'eritropoietina e degli estrogeni 
dei potenti stimoli di mobilizzazione delle EPCs e di formazione di nuove colonie. 
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Per gli eventi di homing sono necessari diversi passaggi: al momento di raggiungere 
la vascolatura del midollo osseo, le HSC/HPC circolanti stimolate da SDF-1, esprimono 
delle integrine, come VLA-4 (Very Late Antigen 4) e CD44 (hyaluronan binding 
cellular adhesion molecule). Queste integrine interagiscono con molecole espresse sulla 
superficie delle cellule endoteliali midollari, ossia VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion 
Molecule-1), ICAM-1 (Intracellular Adhesion Molecule-1), E- e P-selectine. Tali 
interazioni rallentano le HSC/HSP circolanti in un processo noto come rolling (Figura 
1). In seguito al rolling, l’adesione e la trasmigrazione nel compartimento ematopoietico 
è compiuta soprattutto dalle interazioni mediate da VLA-4. Una volta travasate, queste 
cellule migrano verso le specifiche nicchie secondo il gradiente di SDF-1 o quello di 
ossigeno originato dalla nicchia osteoblastica o endoteliale (Pearson 2010). 
Considerando il numero esiguo di EPCs, il fenomeno di chemiotassi 
(mobilizzazione) è fondamentale per richiamare un numero adeguato di cellule nel 
tessuto interessato. SDF-1, il più importante fattore chemiotattico conosciuto, 
interagisce con le EPCs mediante il legame col recettore di superficie CXCR-4 e prende 
parte al processo di differenziazione. 
Le ultime due fasi del processo di maturazione, la mobilizzazione e il 
differenziamento, sono essenziali non solo perché determinano il numero di EPCs 
circolanti, ma perché le rendono funzionalmente attive. 
 
1.1.4 DIFFERENZIAMENTO 
 
La cascata genetica che regola la maturazione delle EPCs a cellule endoteliali 
pronte per essere integrate nell’endotelio è in gran parte sconosciuta. Non è ben chiaro 
quando una cellula progenitrice diventi cellula endoteliale matura, sebbene si ipotizzi 
che tale trasformazione avvenga durante la migrazione dalla periferia al monostrato 
endoteliale (Hristov et al., 2003). Non abbiamo informazioni sulla vita media di una 
cellula staminale né sul suo destino quando non incorporata nell’endotelio.  
Nel processo di differenziazione le EPCs acquisiscono marcatori endoteliali precoci 
come il Vascular Endothelial Growth Factor Receptor‐2 (VEGFR‐2), detto anche 
Kinase Insert Domain Receptor (KDR). Progressivamente si assiste alla perdita del 
CD133, marcatore di staminalità più precoce, che porta ad una sottopopolazione di 
EPCs con fenotipo CD34+/KDR+. Vi sono differenti fenotipi (CD34+/CD133+/KDR+, 
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CD133+/KDR+ e CD34+/CD133) che identificano la popolazione delle EPCs, essi 
hanno breve emivita, sono quindi transienti e riscontrabili anche contemporaneamente 
nel circolo sanguigno. Il processo differenziativo gradualmente porta a delineare Cellule 
Endoteliali Circolanti (CECs) caratterizzate dall’espressione di marcatori endoteliali 
maturi come il CD31 (o PECAM‐1, Platelet Cell Adhesion Molecule‐1), la VE‐cad 
(Vascular-Endothelial cadherin) e il von Willebrand Factor (vWF) accompagnata dalla 
perdita di marcatori di staminalità. Nei processi di differenziazione delle CECs in 
cellule endoteliali mature (ECs), si assiste ad una elevata espressione di tutti i marcatori 
specifici della linea delle cellule endoteliali quali: VE‐caderina, vWF, eNOs, CD146 ed 
E‐selectina. Nel processo di differenziamento delle progenitrici in cellule endoteliali 
mature sono stati osservati due diversi stadi principali (Figura 2), le early EPCs 
(precoci) e le late EPCs (tardive); a livello dei marcatori le cellule precoci esprimono sia 
i marcatori ematopoietici che quelli endoteliali, mentre le EPCs tardive presentano sulla 
superficie i soli marcatori endoteliali (CD31, CD34, CD105, CD146, VEGFR-2, VE-
caderine) ma non i marcatori ematopoietici (CD133, CD14 o CD45). 
 
Figura 2: fasi di maturazione delle cellule progenitrici endoteliali (Hristov et al., 2004). 
 
In caso di danno endoteliale, il rilascio di citochine (soprattutto VEGF e SDF-1) e 
fattori di crescita da parte dei tessuti ischemici stimola la proliferazione, il 
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differenziamento e la mobilitazione delle EPCs dal midollo osseo attraverso il torrente 
circolatorio verso i siti di ischemia, infatti il livello di VEGF e dei suoi recettori 
presenta un incremento parallelo alla migrazione delle EPCs nei siti di danno vascolare
 
( 
Gill et al., 2001). Quest’ultimo processo risulta molto complesso, in quanto altamente 
regolato da enzimi, fattori di crescita e ligandi di vario tipo; tuttora restano sconosciuti i 
segnali che inducono la differenziazione degli emangioblasti in precursori ematopoietici 
piuttosto che in EPCs, anche se molto probabilmente lo stimolo iniziale è dovuto allo 
stesso VEGF (Yin et al., 1997).  
 
1.1.5 IDENTIFICAZIONE E CARATTERIZZAZIONE DELLE EPCs 
 
Attualmente le cellule progenitrici endoteliali “putative” vengono identificate con 
l’utilizzo di tre differenti approcci (Williamson et al., 2012). Il primo di questi, 
probabilmente il più semplice e meno costoso, si basa sull’ isolare cellule mononucleate 
a bassa densità (MNCs) dal sangue umano periferico o dal sangue del cordone 
ombelicale e seminarle su piastre rivestite con fibronectina in mezzo di coltura 
contenente fattori di crescita endoteliali e siero fetale bovino (Ito et al., 1999, Hill et al., 
2003). Dopo 4-5 giorni di coltura, le cellule non aderenti vengono rimosse mentre 
quelle aderenti vengono esaminate per la capacità di legare lipoproteine a bassa densità 
(AcLDL) e l’agglutinina 1 dell’Ulex Europaeus (lectina di una pianta che lega in 
maniera specifica le cellule endoteliali). Con questo saggio le EPCs vengono 
caratterizzate in base a morfologia cellulare, adesione alla fibronectina, espressione di 
proteine di superficie cellulare, uptake di AcLDL e legame con lectina.  
Un limite di questo metodo consiste nella mancanza di specificità per le cellule 
ottenute; infatti numerose cellule del sangue esprimono recettori integrinici per la 
fibronectina e possono attaccarsi alle piastre rivestite con questa molecola. Inoltre, 
recenti analisi di profilo proteomico e trascrittomico indicano che le cellule derivate da 
questo tipo di isolamento mostrano un pattern di espressione genica che assomiglia 
fortemente a quello delle cellule ematopoietiche più che alle endoteliali. Questo 
approccio quindi promuove l’identificazione di più sottopopolazioni incluse nell’ampia 
famiglia delle EPCs. Un secondo metodo ad oggi proposto si basa sull’identificazione di 
un particolare pattern di espressione di antigeni sulla superficie delle cellule. Come è 
stato già detto, non esiste un unico o specifico marcatore proteico che può essere 
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utilizzato per isolare le EPCs. Attualmente vengono definite come cellule CD34
+ 
che 
co-esprimono CD133 e KDR. Il primo di questi, CD34, è un marcatore ampiamente 
espresso in cellule endoteliali, in cellule staminali e progenitrici ematopoietiche e anche 
in alcune popolazioni mesenchimali ed epiteliali, nonché tumorali; per questa ragione 
l’uso di CD34 come marker individuale delle EPCs è risultato inadeguato e ad esso 
sono state associate altre molecole al fine di ottenere una maggiore specificità. 
CD133 è una glicoproteina di superficie con cinque domini transmembrana che 
localizza su protrusioni di membrana di numerose cellule epiteliali, ematopoietiche e 
staminali cancerose; è noto che CD34 e CD133 sono altamente espressi in cellule 
staminali ematopoietiche e questa espressione viene fortemente ridotta dal 
differenziamento in cellule ematopoietiche. Questa osservazione ha portato all’ipotesi 
(Pechiev et al., 2003) che cellule endoteliali co-esprimenti le due molecole potevano 
rappresentare una popolazione di progenitori più immaturi delle cellule esprimenti uno 
degli antigeni da solo.  
Il KDR è un recettore per il fattore di crescita endoteliale vascolare, ampiamente 
espresso in cellule endoteliali, cardiache e del sangue; presenta dunque un basso potere 
discriminatorio sulle cellule positive al CD34 ma viene utilizzato in quanto la sua 
presenza sulla superficie degli angioblasti embrionali permette di ipotizzare che questo 
marcatore sia co-espresso in sotto-popolazioni CD133
+ 
con attività angioblastica quali 
le EPCs. 
Alcuni autori riportano (Shintani et al., 2001) che circa il 2% delle cellule CD34
+
 
isolate da sangue umano co-esprimono CD133 e KDR, anche se la maggior parte degli 
studi (Fadini et al., 2006; Timmermans et al., 2008) è concorde nell’affermare che il 
numero di EPCs circolanti nei soggetti sani è inferiore, rappresentando lo 0,0001% delle 
cellule circolanti, meno dello 0,001% del numero totale di cellule mononucleate di 
derivazione midollare e meno del 2% delle cellule staminali mesenchimali totali. 
I limiti di questo metodo sono essenzialmente due: in primo luogo non esistono 
evidenze dirette che dimostrino che le cellule CD34-CD133-KDR positive partecipino 
direttamente alla generazione del lineage endoteliale. In un lavoro di Case e 
collaboratori (Case et al., 2007) queste cellule hanno dimostrato attività tipica dei 
progenitori ematopoietici ma non hanno mostrato la capacità di dar origine a colonie di 
cellule endoteliali in vitro. 
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Inoltre il 99% delle cellule caratterizzate con questo approccio esprime CD45, 
antigene dei leucociti non espresso nelle cellule endoteliali nemmeno a livello di 
mRNA; questo risultato ha permesso di ipotizzare che le EPCs putative esprimenti i 
quattro marcatori siano cellule ematopoietiche capaci di formare colonie, ma non di 
dare origine a cellule endoteliali durante la coltura in vitro o di formare vasi sanguigni 
in vitro o in vivo.  
Infine, un ulteriore metodo utilizzato per identificare le EPCs umane circolanti si 
basa sul testare la capacità delle cellule mononucleate di formare colonie in vitro.  
Il primo approccio sperimentale risale ad Asahara e collaboratori (Asahara et al., 
1997), modificato successivamente da Hill e colleghi (Hill et al., 2003), che coltivarono 
le cellule mononucleate su piastre rivestite con fibronectina e dopo 48 ore quelle non 
aderenti venivano nuovamente seminate generando colonie (CFU-ECs o CFU-Hill) 
dopo 5-9 giorni dalla semina. La seconda semina veniva effettuata per selezionare solo 
le cellule di origine mieloide o i progenitori non ematopoietici che rimangono in 
sospensione. 
Un terzo approccio, prevede l’isolamento di MNCs da sangue periferico e la semina 
su piastre coperte da collagene‐1 in terreno di crescita specifico.  
Le ECFCs (Endothelial Colony‐Forming Cells) si osservano dopo 10‐21 giorni 
dalla semina mostrando una morfologia molto simile alle cellule endoteliali mature e in 
grado di formare vasi de novo. Poiché le ECFCs compaiono tardivamente in coltura 
rispetto sia alle CFU‐ECs sia alle CACs, vengono denominate late outgrowth EPCs o 
semplicemente late EPCs; le cellule ottenute con gli altri due metodi e in generale nella 
prima settimana di coltura vengono chiamate early outgrowth EPCs
 
(Yoder et al., 
2012). Le diverse metodiche colturali precedentemente illustrate portano alla selezione 
di tipologie cellulari che differiscono per potenziale proliferativo e per morfologia 
(Figura 3); le early EPCs, infatti, presentano un basso potenziale proliferativo, una 
forma rotonda che tende ad allungarsi e diviene affusolata; le late EPCs appaiono 
poligonali in un monostrato confluente e mostrano elevata capacità proliferativa . 
Mentre le cellule precoci mantengono il potenziale e/o le funzioni ematopoietiche, 
le EPCs tardive non mostrano alcun apparente potenziale ematopoietico. 
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Figura 3: metodi di isolamento delle cellule progenitrici 
endoteliali a partire dalla popolazione linfo-monocitaria (Asahara 
et al., 2004). 
 
 
Funzionalmente entrambi i tipi cellulari mostrano la capacità di aumentare la 
vascolarizzazione in vivo anche se le early EPCs non generano tubuli vascolari in vitro 
su matrigel, mentre le late EPCs generano tubuli sia in vivo che in vitro utilizzando 
matrigel. Ad oggi non è noto se queste due popolazioni cellulari originino da un 
precursore comune che porta alla formazione di nuove cellule endoteliali oppure se si 
tratta di popolazioni indipendenti isolate in coltura ma non derivabili le une (late) dalle 
altre (early).  
Questa ipotesi è rafforzata da evidenze che mostrano che solo le late EPCs sono in 
grado di incorporarsi nei vasi per la neoangiogenesi (Hur at al., 2006). 
E’ chiaro quindi come lo studio ex vivo delle EPCs sia un campo ancora da 
esplorare ed approfondire, poiché le metodiche ad oggi disponibili per la coltura di 
queste cellule presentano notevoli differenze. 
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1.1.6 OMEOSTASI E RIPARAZIONE VASCOLARE: POSSIBILE RUOLO DELLE 
EPCs NELLA VASCULOGENESI DEI MAMMIFERI 
 
L’endotelio vascolare, ovvero l’interfaccia tra sangue circolante e parete vascolare, 
rappresenta una superficie non adesiva per le piastrine e per i leucociti circolanti e 
produce importanti fattori regolatori, tra i quali il più importante è l’ossido nitrico (NO). 
Questo strato ha una funzione protettiva nei confronti della genesi e delle complicanze 
della placca ateromatosa, lesione tipica dei processi di aterosclerosi, mentre la 
disfunzione endoteliale è un evento critico nel favorire questi processi. 
L’invecchiamento e l’esposizione ai fattori di rischio cardiovascolare quali fumo, 
ipercolesterolemia, diabete mellito, ipertensione, obesità e iperomocisteinemia, 
inducono il rilascio di TNF‐α e la conseguente produzione di specie reattive 
dell’ossigeno che causano danno ed apoptosi delle cellule endoteliali. L’apoptosi 
contribuisce in modo sostanziale alla disfunzione endoteliale in quanto la perdita 
dell’integrità endoteliale si comporta come stimolo per la trombosi e la proliferazione di 
cellule muscolari lisce
 
(Frid et al., 2002). Il bilancio tra danno e riparazione endoteliale 
è dunque un punto chiave per il mantenimento dell’omeostasi vascolare. La riparazione 
dell’endotelio danneggiato potrebbe verificarsi grazie alla migrazione ed alla 
proliferazione di cellule endoteliali mature se non fosse che esse sono differenziate in 
modo terminale, con un basso potenziale proliferativo e quindi con una capacità limitata 
di sostituirsi alle porzioni di endotelio danneggiato. 
In questo contesto è stato proposto un importante ruolo delle EPCs nella 
fisiopatologia dell’endotelio. Dati recenti infatti hanno dimostrato che i corpi apoptotici 
delle cellule endoteliali mature sono in grado di aumentare il numero di EPCs circolanti 
e favorirne la differenziazione in cellule endoteliali mature (Urbich et al., 2004). Una 
volta che le EPCs circolanti hanno raggiunto il sito di endotelio danneggiato, i processi 
di adesione sono mediati dall’interazione tra EPCs e cellule endoteliali mature 
attraverso l’espressione di molecole di adesione quali ICAM‐1/CD18 ed il rilascio di 
chemochine quali SDF‐1 (Hristov et al., 2004). Inoltre queste cellule mantengono 
l’integrità funzionale e l’omeostasi vascolare mediante un processo di re-
endotelizzazione post-traumatico, anche se attualmente non è conosciuto il contributo 
quantitativo delle EPCs in questi processi, è stato dimostrato che l’assenza di EPCs 
impedisce la completa rigenerazione dell’endotelio (Ceradini et al., 2004). 
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Al contrario, Rehman e collaboratori
 
(Rehman et al., 2003) hanno dimostrato come 
le EPCs isolate dalla frazione mononucleata del sangue periferico non sono in grado di 
proliferare ma secernono fattori di crescita angiogenetici (come i mediatori 
dell’infiammazione che stimolano la formazione del tessuto di granulazione); non è 
quindi chiaro, ad oggi, se queste cellule si integrino fisicamente nell’endotelio o 
semplicemente siano in grado, attraverso la secrezione di fattori angiogenetici, di 
favorirne la riparazione in loco (Murayama et al., 2002). Recenti studi suggeriscono che 
le EPCs mostrino anche la capacità di transdifferenziare in cellule muscolari lisce in 
vitro (Frid et al., 2002). Il processo di transdifferenziazione in cellule muscolari lisce 
sembra essere favorito dal TGF‐β e da segnali paracrini veicolati mediante le giunzioni 
cellulari. Da questa osservazione si potrebbe evincere che EPCs strategicamente 
collocate all’interno dell’endotelio vascolare possano costituire un materiale 
d’emergenza per la riparazione sia delle cellule endoteliali sia delle cellule muscolari 
lisce. 
L’importanza di queste cellule risiede quindi soprattutto nella dimostrazione che la 
formazione di vasi sanguigni in fase post‐natale non viene mediata esclusivamente dalla 
proliferazione e il rimodellamento delle cellule endoteliali adulte provenienti da vasi 
preesistenti, ossia attraverso il processo noto come angiogenesi, ma anche mediante 
vasculogenesi (quindi formazione de novo) grazie al coinvolgimento delle progenitrici 
endoteliali. 
 
1.1.7 EPCs E STRESS OSSIDATIVO  
 
L’ambiente redox intracellulare influenza in modo critico tutti i principali processi 
cellulari, quali proliferazione, auto-rinnovamento, apoptosi, senescenza e 
differenziamento; un’alterazione di uno qualsiasi di questi processi nelle progenitrici 
endoteliali determina la mancata funzionalità delle cellule endoteliali mature, 
predisponendo l’organismo alla sviluppo di patologie cardiovascolari. 
In numerosi stati patologici o fattori di rischio associati è stato rilevato un aumento 
dello stress ossidativo in vivo, prima della manifestazione clinica dell’alterazione; 
questo dato è stato rilevato in numerose patologie vascolari, quali il diabete, 
l’ipercolesterolemia e la sindrome metabolica. Queste osservazioni supportano la teoria 
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che l’aumento dello stress ossidativo endogeno promuove lo sviluppo di vasculopatie 
(Nageswara et al., 2005).  
Nel processo di angiogenesi sono coinvolti molti meccanismi molecolari sotto il 
controllo ossidoriduttivo; le cellule endoteliali, infatti, generano specie reattive 
dell’ossigeno (ROS) che agiscono da secondi messaggeri intracellulari nel regolare le 
risposte mediate da fattori di crescita, tra cui l’angiogenesi (Ushio-Fukai et al., 2004). 
La maggiore fonte di ROS nelle cellule endoteliali è la NADPH ossidasi, il cui pathway 
è attivato da citochine angiogeniche, quali angiopoietina-1 e VEGF, con il fine ultimo di 
stimolare la migrazione delle cellule endoteliali (Schroder et al., 2009).  
Un aumento dello stress ossidativo determina anche l’attivazione della proteina 
ASK-1 o Apoptosis Signal-regulating Kinase-1, il cui pathway costituisce una risposta 
molecolare fondamentale a numerosi tipi di apoptosi indotta da stress ed è coinvolto 
nella regolazione della senescenza cellulare, proliferazione e produzione di citochine 
(Soga et al., 2012).  
Un’altra proteina importante nell’equilibrio redox della cellula, la Glutatione 
Perossidasi di tipo 1 (GPx-1), è coinvolta nel mantenimento dell’omeostasi vascolare; è 
stato infatti dimostrato un ruolo biologico fondamentale di questa proteina nel 
proteggere l’endotelio dal danno ossidativo (Lapenna et al., 2008) agendo mediante il 
glutatione nella disintossicazione della cellula sia dalle specie reattive dell’ossigeno (in 
particolare il perossido d’idrogeno) sia dai prodotti generati dalla perossidazione 
lipidica. Numerose evidenze sperimentali hanno di recente evidenziato l’importante 
ruolo dello stress ossidativo nella mobilizzazione e nello stato funzionale delle cellule 
progenitrici endoteliali (Chu et al., 2011). Condizioni associate ad elevato stress 
ossidativo, come il diabete mellito, inducono un disaccoppiamento (uncoupling) dei due 
domini costituenti l’ossido nitrico sintasi endoteliale, provocando un rilascio di 
perossido d’idrogeno e anione superossido, nel midollo osseo; questo aumento ha 
l’effetto ultimo di ridurre il numero di progenitrici endoteliali e di alterarne la 
funzionalità
 
(Thum et al., 2007). Studi sull’uomo hanno inoltre evidenziato una 
riduzione della capacità di formare colonie e della migrazione nelle EPCs circolanti in 
condizioni associate ad un calo di biodisponibilità di ossido nitrico a livello vascolare, 
dimostrando il ruolo centrale dell’eNOS nella regolazione di queste cellule (Hill et al., 
2003). Inoltre è stato dimostrato un effetto diretto delle specie reattive dell’ossigeno 
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sulle progenitrici endoteiali; il trattamento con perossido d’idrogeno infatti provoca una 
riduzione nel numero di EPCs mediante induzione di apoptosi
 
(Urbich et al., 2005). 
Il trattamento con statine ha un effetto antiossidante in quanto normalizza i livelli di 
ROS, aumenta i livelli di VEGF nel midollo osseo, la fosforilazione di Akt e l’attività 
della eNOS; la combinazione di questi pathways biologici determina un aumento della 
mobilizzazione di cellule progenitrici endoteliali (Li et al., 2012). 
Un altro fattore importante nell’equilibrio ossidoriduttivo della cellula è 
rappresentato dai livelli di lipoproteine a bassa densità ossidate (LDLox) che giocano un 
ruolo fondamentale nella patogenesi dell’aterosclerosi; un recente studio ha dimostrato 
che queste proteine accelerano il processo di senescenza nelle EPCs probabilmente 
agendo sulla telomerasi, enzima deputato al mantenimento dell’integrità del DNA 
durante la replicazione cellulare, la cui attività si riduce nel 70% nelle progenitrici 
trattate con LDLox
 
(Imanishi et al., 2004); le lipoproteine ad alta densità (HDL) che 
invece hanno un ruolo ateroprotettivo, influenzano positivamente la fisiologia delle 
EPCs (Ma et al., 2006). Un fattore da considerare per quanto riguarda lo stress 
ossidativo è pertanto il suo coinvolgimento nell’accorciamento dei telomeri e nella 
regolazione della durata della vita cellulare; si potrebbe a tal riguardo ipotizzare che 
fornendo un’adeguata protezione dallo stress ossidativo sia possibile prevenire la 
senescenza e la perdita di funzionalità delle cellule progenitrici endoteliali mediante il 
mantenimento dell’attività della telomerasi (Wang et al., 2011). 
Nel sistema vascolare dell’uomo, la protezione contro lo stress ossidativo è 
determinata da un network di difese antiossidanti endogene, che esplicano la loro 
funzione sia agendo direttamente da scavenger delle specie reattive dell’ossigeno, sia in 
maniera indiretta riducendo il danno da esse indotto. 
Le EPCs isolate da volontari sani, sembrano avere una maggiore resistenza allo 
stress ossidativo; queste cellule infatti mostrano un’elevata espressione di tre enzimi 
antiossidanti: catalasi, glutatione perossidasi-1 e superossido dismutasi-2 (manganese 
dipendente, MnSOD), rispetto a cellule endoteliali completamente differenziate. 
Uno studio del 2004 di He e Peterson ha dimostrato la presenza nelle progenitrici 
endoteliali, non solo di una maggiore espressione genica, ma anche di un livello più alto 
della proteina MnSOD, rispetto alle HUVEC o alle CAECs; gli autori hanno concluso 
che l’elevata tolleranza allo stress ossidativo di queste cellule fosse dovuto in parte a 
queste evidenze sperimentali (He et al., 2004) 
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Nello stesso anno Dernbach e collaboratori (Dernbach et al., 2004) hanno mostrato 
una maggiore espressione dei tre enzimi antiossidanti nelle EPCs rispetto alle HUVEC; 
questa evidenza spiega la differenza nel livello delle ROS indotte dal trattamento con 
H2O2 ad elevata concentrazione (500μM e 1mM) in questi due tipi cellulari; nelle 
progenitrici, infatti, i livelli di specie reattive aumentano in maniera inferiore rispetto 
alle cellule endoteliali mature. 
Anche il trattamento con elevato glucosio determina un aumento della risposta 
antiossidante diverso nei due tipi cellulari ; infatti, in seguito allo stress indotto da 
elevato glucosio, è stata rilevata una maggiore espressione e attività della glutatione 
perossidasi-1 nelle EPCs rispetto alle HUVEC (Felice et al., 2010). 
 
1.1.8 EPCs E INFIAMMAZIONE 
 
In seguito ad un trauma vascolare o un danno ischemico al miocardio, si verifica 
l’attivazione di una serie di molecole infiammatorie quali prostaglandine, citochine, 
specie reattive dell’ossigeno, oltre ovviamente ai mediatori di origine cellulare e 
plasmatica. Queste molecole stimolano la produzione di fattori di crescita, come VEGF, 
che a loro volta mediano la riparazione e la rigenerazione tissutale. La stimolazione da 
parte di fattori di crescita e citochine induce il rilascio delle cellule progenitrici 
endoteliali nel sangue periferico e il coinvolgimento di queste cellule nei suddetti 
processi. Studi recenti hanno infatti dimostrato la rapida mobilizzazione delle EPCs in 
seguito a trauma vascolare, in risposta ad un aumento dei livelli di VEGF circolante, e 
la contribuzione di queste cellule alla ri-vascolarizzazione dei siti danneggiati (Gill et 
al., 2001). Evidenze sperimentali hanno inoltre mostrato un coinvolgimento 
dell’interleuchina-1β nel reclutamento e migrazione delle EPCs al sito danneggiato 
(Amano et al., 2004); anche per altre molecole infiammatorie, come il fattore SDF-1, è 
stato dimostrata un’induzione della mobilizzazione delle EPCs dal midollo osseo. 
D’altro canto, studi in vitro su EPCs umane, hanno dimostrato che la Proteina C-
Reattiva (CRP) a concentrazioni elevate, note per essere correlate ad eventi vascolari 
prossimi, esercita un effetto inibitorio diretto sul differenziamento e la sopravvivenza 
delle EPCs
 
(Verma et al., 2004). Inoltre il livello di TNF-α nel sangue risulta 
inversamente correlato al numero di EPCs circolanti in pazienti con insufficienza 
cardiaca (Valgimigli et al., 2004). Le evidenze cliniche finora ottenute dimostrano un 
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ruolo duplice dell’infiammazione nella mobilizzazione delle cellule progenitrici 
endoteliali: una risposta infiammatoria transiente e ristretta determina l’induzione di 
questo processo, mentre uno stimolo infiammatorio acuto e persistente ha l’effetto 
opposto, provocando non solo una riduzione del numero di EPCs circolanti ma anche 
una perdita di funzionalità di queste ultime. 
L’ipotesi più accreditata per spiegare questa mutevole correlazione asserisce che 
un’esposizione prolungata del midollo osseo ad elevata stimolazione pro-infiammatoria 
può portare all’esaurimento del pool di EPCs, determinando in prima istanza il rilascio 
ridotto di progenitrici e in seguito il rilascio di cellule progenitrici endoteliali più 
immature e disfunzionali
 
(Tousoulis et al., 2008). 
 
1.1.9 EPCs E VASCULOGENESI TUMORALE 
 
Uno step fondamentale nello sviluppo e la progressione di un tumore è la 
formazione di un fitto sistema di vasi sanguigni; considerando il presunto ruolo delle 
cellule progenitrici endoteliali nella vasculogenesi post-natale, sin dal primo isolamento 
di queste cellule ne è stato preso in considerazione il possibile coinvolgimento in questa 
patologia. Alcuni studi suggeriscono che le EPCs facilitano la formazione dell’endotelio 
tumorale (Nolan et al., 2007), controllano la crescita neoplastica (Lyden et al., 2001) e 
l’evoluzione a metastasi (Gao et al., 2008) e possono anche determinare la sensibilità 
del tumore ai chemioterapici (Shaked et al., 2006; Shaked et al., 2008). Inoltre, studi 
clinici hanno rilevato che la presenza di EPCs circolanti correla positivamente con gli 
stadi invasivi più avanzati e il calo del numero di queste cellule è correlato alla risposta 
alla chemioterapia (Igreja et al., 2007; Naik et al., 2008). Queste evidenze hanno portato 
a proporre il numero di EPCs come potenziale marcatore sia della progressione del 
cancro che dell’efficacia della terapia. 
Nonostante gli ottimi presupposti, attualmente il reale contributo delle EPCs 
all’endotelio tumorale è soggetto ad un’intensa controversia, in quanto studi recenti 
hanno rilevato bassa o in alcuni casi assente integrazione di queste cellule nel tessuto 
tumorale (Larrivee et al., 2005; Machein et al., 2003; Rajantie et al., 2004; Zentilin et 
al., 2006; Ziegelhoeffer et al., 2004) in disaccordo con studi precedenti in cui si 
riportava un contributo esteso, dal 35 fino al 100%. Nonostante i numerosi lavori resta 
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ancora da chiarire il reale ruolo delle EPCs nello sviluppo e la progressione delle 
neoplasie
 
(Patenaude et al., 2010). 
 
1.1.10 FATTORI CHE INFLUENZANO IL NUMERO E LA FUNZIONALITA’ DELLE 
EPCs 
 
Quando si osserva l’effetto dello stress ossidativo sulla migrazione è necessario 
comprendere se questo stato è indipendente o correlato ad una risposta infiammatoria. 
Diverse condizioni cliniche sono caratterizzate da un aumento sia dello stress ossidativo 
che dell’infiammazione, quali diabete mellito, ipertensione, insufficienza cardiaca, 
preeclampsia e artrite reumatoide; tutte queste patologie sono associate ad una riduzione 
nel numero e nella funzionalità delle cellule progenitrici endoteliali. 
Inoltre la disponibilità e la funzionalità di queste cellule è influenzata da alcuni 
fattori di rischio dell’aterosclerosi come l’età, il fumo, la dislipidemia e la sedentarietà; 
in alcuni studi il numero di EPCs è stato proposto addirittura come predittore di malattia 
cardiovascolare, secondo gli autori superiore al Framingham risk score
 
(Hill et al., 
2003). Nel corso della vita si assiste ad un calo progressivo del numero e della 
funzionalità delle progenitrici endoteliali, determinato probabilmente sia da 
un’accelerazione dei processi di senescenza e apoptosi che dall’esaurimento del pool di 
EPCs a livello midollare; è stato inoltre osservato un calo correlato all’età 
nell’espressione e nell’attività della Glutatione Perossidasi-1 nelle progenitrici 
endoteliali. In associazione ad altri fattori di rischio cardiovascolari, l’età è correlata 
all’incidenza dell’aterosclerosi e una ridotta attività delle progenitrici endoteliali 
probabilmente determina un’accelerazione nello sviluppo di questa patologia. 
Il fumo di sigaretta è un importante induttore di disfunzione endoteliale e 
aterosclerosi; i fumatori presentano un ridotto numero di EPCs rispetto al resto della 
popolazione, con minor funzionalità antiossidante, probabilmente agendo in modo da 
indurre una forte risposta infiammatoria e l’aumento delle ROS intracellulari 
(Mandraffino et al., 2010). Il livello delle EPCs ritorna ai livelli dei soggetti sani in 
seguito alla cessazione di tale pratica (Kondo et al., 2004). Un lavoro di Turgeon 
(Turgeon et al., 2010) ha dimostrato che anche un maggior apporto di vitamine nella 
dieta (e trattamento con Probucol) permette un parziale recupero del numero di EPCs. 
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L’ipercolesterolemia è considerato il principale fattore di rischio cardiovascolare; i 
livelli di LDL sono associati ad una deplezione di EPCs nonché ad un’alterazione delle 
loro caratteristiche funzionali, indipendentemente dalla presenza di altri fattori di rischio
 
(Chen et al., 2004). Un altro fattore di rischio cardiovascolare che influenza il numero e 
la funzionalità delle EPCs è l’ipertensione arteriosa, in grado di ridurre il livello di 
EPCs circolanti accelerando il processo di senescenza; alla base di questa evidenza vi è 
il coinvolgimento dell’angiotensina II nell’induzione dello stress ossidativo, che a sua 
volta è responsabile di una riduzione dell’attività telomerasica, e quindi della 
senescenza cellulare (Imanishi et al., 2005). 
Anche l’obesità e lo stile di vita sedentario influenzano negativamente il numero e 
la funzionalità delle EPCs; esiste infatti una correlazione inversa tra circonferenza vita e 
numero di cellule progenitrici endoteliali circolanti (Fadini et al., 2007), mentre 
l’esercizio fisico favorisce la mobilizzazione delle EPCs e ne riduce l’apoptosi (Fadini 
et al., 2004) contribuendo a mantenere l’omeostasi vascolare. Questo effetto benefico 
viene inibito dal trattamento delle EPCs con perossido d’idrogeno, in soggetti che 
praticano l’esercizio fisico (Suvorava et al., 2010). 
Il diabete costituisce una condizione che influenza il numero e la funzionalità delle 
EPCs non solo nei soggetti affetti, ma anche sulla loro progenie; uno studio recente di 
Ingram (Ingram et al., 2008) ha dimostrato che le persone con madre diabetica 
presentano un ridotto numero e funzionalità delle progenitrici. Le cause della riduzione 
delle EPCs nel diabete non sono del tutto note, ma si ipotizza che alterazioni della 
mobilizzazione midollare giochino un ruolo prevalente.  
Uno studio molto interessante su pazienti affetti da retinopatia diabetica, una delle 
complicanze più comuni del diabete mellito, ha messo in evidenza un ruolo inatteso di 
alcuni fattori neurotrofici; in condizioni di ipossia le cellule retiniche rilasciano 
neurotrofine (come BDNF e NGF) che stimolano l’attività delle cellule progenitrici 
endoteliali in vitro e aumentano l’angiogenesi in modelli animali. Questi risultati 
supportano la teoria che alcuni fattori neurotrofici siano in grado di indurre la 
neoangiogenesi, un processo che può essere riparativo ma se in eccesso causa stati 
patologici, quali la retinopati (Xialin et al., 2010). 
 Una delle principali patologie cardiovascolari, la coronopatia (CAD, coronary 
artery disease) è associata ad una riduzione nel numero e nella capacità di migrare e 
aderire delle EPCs
 
(Huang et al., 2007). 
Rossella Russo 
21 
 
Numerosi studi hanno dimostrato che il numero e le proprietà funzionali delle EPCs 
derivate da pazienti affetti da CAD possono essere parzialmente riportate ai valori 
ottimali, mediante trattamento farmacologico
 
(Alaiti et al., 2010). 
 
1.1.11 TRATTAMENTI FARMACOLOGICI E NON CHE INFLUENZANO IL 
NUMERO E LA FUNZIONALITA’ DELLE EPCs 
 
Un obiettivo cruciale nella prevenzione e trattamento dell’aterosclerosi è la salute 
dell’endotelio vascolare, e dato che le EPCs giocano un importante ruolo nel 
mantenimento della sua integrità e funzionalità, è stato proposto l’utilizzo di farmaci o 
altre sostanze, in grado di aumentare il numero e le proprietà funzionali di queste cellule 
come potenziale terapia per individui con processi di riparazione vascolare ridotti o 
rallentati. Diversi studi hanno riportato l’effetto benefico di medicinali o sostanze 
naturali sulle EPCs, spesso isolate da soggetti affetti da patologie cardiovascolari. 
 Il trattamento con statine, ad esempio, determina un aumento nel numero e 
nell’attività funzionale delle EPCs, contribuendo in questo modo alla re-
endotelizzazione dei vasi danneggiati
 
(Walter et al., 2002). 
Evidenze sperimentali hanno dimostrato un’induzione, da parte dell’angiotensina-II, 
della senescenza nelle progenitrici endoteliali, mediante un aumento dello stress 
ossidativo; partendo da questi risultati, recenti studi hanno dimostrato l’effetto benefico 
degli inibitori e anche dei bloccanti del recettore dell’angiotensina, sulla mobilizzazione 
e sullo stato funzionale delle EPCs in condizioni associate a danno dell’endotelio 
vascolare (Min et al., 2004; Bahlmann et al., 2005). 
Anche il trattamento con eritropoietina risulta avere effetti benefici sulle proprietà 
funzionali delle EPCs sia negli animali che nell’uomo (George et al., 2005), mentre un 
altro studio di Iwakura et al., del 2006 ha dimostrato un aumento nella mobilizzazione 
delle EPCs in seguito a trattamenti con estrogeni. Sono numerose le sostanze 
attualmente in studio al fine di valutarne l’effetto sui livelli e le funzioni delle EPCs e in 
molti casi resta da chiarire il meccanismo coinvolto (Figura 4). 
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Figura 4: Interventi terapeutici per migliorare quantità e funzionalità delle cellule progenitrici 
endoteliali utilizzando come target i processi infiammatori e lo stress ossidativo. La parte superiore della 
figura mostra gli interventi già comprovati e i meccanismi d’azione. La parte sottostante invece mostra 
interventi con potenziale effetto benefico. ACE = angiotensin-converting enzyme; ARBs = angiotensin II 
receptor blockers; CRP = C-reactive protein; eNOS = endothelial nitric oxide synthase; MMP-9 = matrix 
metalloproteinase-9; NO= nitric oxide; PI3 = phosphatidylinositol-3; PPAR= peroxisome proliferator-
activated receptor; SDF = stromal cell-derived factor; TNF = tumor necrosis factor. 
 
Considerata l’importanza dello stress ossidativo nella vitalità e funzionalità di 
queste cellule, l’interesse si è focalizzato sul trattamento con sostanze antiossidanti per 
prevenire la disfunzionalità delle EPCs indotta dal disquilibrio ossidativo; ad oggi non 
sono state ottenute evidenze sperimentali di effetti benefici dei suddetti trattamenti 
nell’uomo (Griendling et al., 2003; Williams et al., 2006). 
Sicuramente il tipo di dieta, in particolare l’apporto di frutta e verdura, può avere 
una forte influenza sullo stato funzionale delle EPCs, in quanto associato al rischio di 
patologie cardiovascolari; nel 2011 Marin e collaboratori hanno dimostrato come la 
dieta mediterranea aumenti la capacità rigenerativa dell’endotelio. 
E’ stato osservato che anche un moderato apporto di vino rosso ha un effetto 
preventivo nell’insorgenza delle patologie cardiovascolari (Wollin et al., 2001 e 
Goldfinger et al., 2003); un leggero consumo di questa sostanza è infatti risultata avere 
effetti benefici non solo sul numero ma anche sulla funzionalità delle cellule 
progenitrici endoteliali (Huang et al., 2010).Uno studio recente ha dimostrato che il 
resveratrolo, fenolo presente nella buccia dell’acino d’uva, risulta avere un effetto 
Rossella Russo 
23 
 
specifico sulle cellule progenitrici endoteliali (Wang et al., 2011); gli autori hanno 
rilevato che il trattamento con resveratrolo ritarda l’insorgenza della senescenza nelle 
progenitrici probabilmente mediando l’attivazione della telomerasi. Questa positiva 
influenza sullo stato vitale delle progenitrici endoteliali è stata attribuita anche ad 
estratti di Gingko Biloba
 
(Dong et al., 2007), attraverso il medesimo pathway indotto 
dal resveratrolo. Sempre nell’ambito dei trattamenti con sostanze naturali, è stato 
riscontrato un effetto inibitorio sulla mobilizzazione delle cellule progenitrici endoteliali 
da parte dell’epigallocatechina-3gallato, un polifenolo contenuto nel thè verde (Ohga et 
al., 2009); precedentemente era stata dimostrata la capacità di questo polifenolo nel 
bloccare la crescita di alcuni tipi di tumori e probabilmente il suo effetto inibitorio sulle 
EPCs, e quindi sull’angiogenesi, esercita un ruolo chiave in questa azione. 
 Un recente studio (Patschan et al., 2011) ha rilevato un effetto nefroprotettivo delle 
early EPCs in caso di danno ischemico acuto ai reni, effetto indotto dal trattamento di 
queste cellule con melatonina.  
 
1.1.12 APPLICAZIONI TERAPEUTICHE E PROSPETTIVE FUTURE  
 
Dalla prima descrizione di queste cellule, numerosi gruppi di ricerca si sono 
concentrati sul loro potenziale rigenerativo, cercando di chiarirne proprietà e 
caratteristiche, col fine ultimo di tradurre queste conoscenze in pratica ed aumentare 
l’applicabilità e l’efficacia clinica delle progenitrici endoteliali nel trattamento delle 
patologie cardiovascolari (Mobius-Winkler et al., 2009; Alaiti et al., 2010). 
Il trapianto di progenitrici endoteliali derivanti da sangue periferico o da cordone 
ombelicale è stato effettuato sia negli animali che nell’uomo, con risultati positivi anche 
se estremamente preliminari. Studi recenti hanno dimostrato che il trapianto di EPCs 
umane espanse in coltura in animali modello promuove la neovascolarizzazione e la 
rigenerazione di tessuti ischemici, anche in assenza di somministrazione di fattori di 
crescita pro-angiogenici. Tali risultati sono stati ottenuti da Kuwamoto e collaboratori 
nel 2001 che hanno effettuato il trapianto di EPCs umane in ratti con ischemia al 
miocardio; gli autori hanno infatti dimostrato il reclutamento di queste cellule nelle 
zone ischemiche e il loro differenziamento in cellule endoteliali a livello dei siti di 
neovascolarizzazione. 
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Nel 2001 Kocher e colleghi hanno osservato un effetto inaspettato della terapia 
cellulare con progenitrici endoteliali, ossia una significativa riduzione della deposizione 
di collagene e del processo di apoptosi dei cardiomiociti nella zona peri-necrotica e un 
miglioramento della funzionalità cardiaca, suggerendo che la neovascolarizzazione 
indotta da queste cellule possa prevenire sia l’apoptosi che il rimodellamento 
ventricolare e indurre la rigenerazione dei cardiomiociti.  
Successive ricerche su animali modello hanno proposto il trans-differenziamento 
delle EPCs, trapiantate, in siti infartuati, nei cardiomiociti (Jackson et al., 2001) ma 
questa teoria è stata messa in dubbio da studi successivi come quello portato avanti 
nello stesso anno da Balsam che ha infatti dimostrato come cellule progenitrici 
ematopoietiche non si differenziavano in cardiomiociti; quando iniettate in zone del 
miocardio infartuato, queste cellule continuavano ad esprimere marcatori di superficie 
ematopoietici. In ogni caso, è quasi impossibile risolvere questa controversia in studi 
sull’uomo a causa dell’estrema difficoltà di ottenere evidenze patologiche di un trans-
differenziamento cellulare diretto (Alaiti et al., 2010). 
Ad oggi il meccanismo più accreditato per spiegare il coinvolgimento delle EPCs 
nella neovascolarizzazione è l’effetto paracrino; probabilmente infatti queste cellule 
agiscono attraverso la secrezione di fattori angiogenici, la modulazione dell’attività 
della eNOS e l’induzione di geni citoprotettivi nei tessuti danneggiati (Urbich et al., 
2005; Ii et al., 2005; Dai et al., 2008). Numerosi trial clinici sono attualmente in corso 
per delucidare gli effetti terapeutici osservati negli animali modello e nell’uomo; ad 
oggi i dati ottenuti mostrano come tutti i fattori che alterano il numero e la funzionalità 
delle EPCs nell’uomo, costituiscono una forte limitazione al successo del trapianto. 
Inoltre il trapianto autologo di EPCs comporta un serio rischio da tenere in 
considerazione: il trapianto può infatti promuovere l’aterosclerosi stimolando 
meccanismi pro-aterogenici come il reclutamento di monociti
 
(Kuwamoto et al., 2002). 
Per il successo di terapie basate sulle EPCs è quindi necessario l’isolamento e la 
preparazione di progenitrici endoteliali ad elevata qualità e quantità. Una potenziale 
strategia per superare i limiti maggiori del trapianto di EPCs e quindi ottimizzare la neo-
vascolarizzazione terapeutica, si basa sulla modifica genetica delle progenitrici 
endoteliali in modo da sovraesprimere fattori di crescita angiogenici e aumentare la 
durata della vita o la bioattività di queste cellule (Asahara and Kuwamoto, 2004).  
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Figura 5: applicazione di terapia genica in cellule progenitrici endoteliali, modificate geneticamente 
in modo da sovra-esprimere fattori di crescita angiogenici (Asahara e Kuwamoto 2004). 
 
A tal proposito Iwaguro e collaboratori nel 2002 hanno effettuato un trapianto con 
EPCs geneticamente modificate per esprimere VEGF, ottenendo non solo un aumento 
della neo-vascolarizzazione, ma anche una riduzione della necrosi nei siti ischemici.  
Recentemente le EPCs hanno trovato applicazione anche nel campo dell’ingegneria 
tissutale, come mezzo per aumentare la biocompatibilità di graft vascolari 
(Bhattacharya et al., 2000). Infine si può quindi affermare che le progenitrici endoteliali 
reclutate dal midollo osseo giocano un ruolo sia strutturale che paracrino nel supportare 
la formazione di nuovi vasi; sebbene rimanga da chiarirne il ruolo nel mantenimento 
degli stessi (o dei vasi neoformati). 
In futuro sarà essenziale identificare dei marker specifici delle EPCs e dei promotori 
genici, in modo da poter conoscere la loro vera identità sia in condizioni fisiologiche 
che patologiche. Questa conclusione è supportata da un recente studio (Yang et al., 
2010) che ha dimostrato come i fattori paracrini secreti dalle EPCs giochino un ruolo 
importante nella prevenzione dell’apoptosi indotta da stress ossidativo in cellule 
endoteliali mature. 
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 1.2 STRESS OSSIDATIVO E ANTIOSSIDANTI 
 
1.2.1 RADICALI LIBERI E STRESS OSSIDATIVO 
 
Lo stress ossidativo è definito classicamente come l’effetto finale del disequilibrio 
tra processi pro-ossidanti ed anti-ossidanti; è un tipo particolare di stress chimico 
indotto dalla presenza, in un organismo vivente, di un eccesso di specie chimiche 
reattive, generalmente centrate sull’ossigeno (reactive oxygen species, ROS), in seguito 
ad un’aumentata produzione delle stesse e/o ad una ridotta efficienza dei fisiologici 
sistemi di difesa antiossidanti. 
I mitocondri vengono considerati la fonte principale di ROS cellulari poiché i 
radicali del superossido vengono generati costantemente durante la fosforilazione 
ossidativa e possono essere convertiti in H2O2 ed altre specie reattive dell’ossigeno 
(Balaban et al., 2005). Nella cellula, le ROS oltre che nei mitocondri, vengono generate 
anche in altri compartimenti e dall’attività di molti enzimi. Un contributo importante 
deriva dal complesso multienzimatico della membrana plasmatica della NAD(P)H 
ossidasi (Lambeth et al., 2004); è stato recentemente dimostrato che la produzione di 
ROS da parte di tale complesso svolge un ruolo importante nella regolazione della 
trasduzione del segnale intracellulare
 
(Sumimoto et al., 2005). La formazione di specie 
reattive dell’ossigeno avviene anche mediante l’auto-ossidazione di diverse 
flavoproteine come NADH deidrogenasi, succinato deidrogenasi e xantina ossidasi. 
Nel reticolo endoplasmatico liscio, il complesso del citocromo P-450, 
un’emeproteina che catalizza reazioni di idrossilazione di substrati organici o 
xenobiotici può generare l’anione superossido mediante riduzione diretta dell’ossigeno 
(Bondy et al., 1994).  
Nei perossisomi, la -ossidazione degli acidi grassi e la deaminazione ossidativa di 
alcuni amminoacidi genera H2O2 (van der Zand et al., 2006). L’H2O2 può essere 
prodotta anche da alcune ossidasi citosoliche quali cicloossigenasi, monoamina-
ossidasi, xantina deidrogenasi, lipoossigenasi. 
Le ROS si formano nella cellula non solo attraverso reazioni di ossidoriduzione nel 
normale metabolismo biochimico, ma anche in seguito ad infiammazione (i leucociti 
attivati producono ROS per uccidere virus e batteri), ischemia e riperfusione, idrolisi 
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dell’acqua da parte di UV e radiazioni ionizzanti, e anche mediante il metabolismo di 
sostanze chimiche esogene (alcool, farmaci, solventi organici etc.). 
La formazione delle specie reattive dell’ossigeno può infatti essere il risultato della 
biotrasformazione di xenobiotici da parte del citocromo P-450 monoossigenasi o 
dell’esposizione a fattori ambientali quali inquinamento, raggi solari nonché ad alcune 
abitudini come alcool, fumo, intenso esercizio fisico e diete povere di antiossidanti. 
Le ROS, ad elevate concentrazioni, possono essere dannose, in quanto causano 
l’ossidazione delle macromolecole biologiche, come i lipidi, le proteine, i carboidrati e 
gli acidi nucleici, determinando, in seconda istanza, alterazione delle membrane 
cellulari, inattivazione di enzimi e recettori, modificazioni nelle proteine costituenti il 
citoscheletro e danni al genoma. 
Soprattutto il radicale idrossile OH. può reagire con quasi tutte le molecole 
organiche (proteine, lipidi, glucidi, DNA) producendo radicali liberi attraverso un 
processo che prevede tre fasi: innesco, propagazione “a catena” di radicali liberi in 
molecole biologiche, prevalentemente acidi grassi poliinsaturi ma anche proteine, 
carboidrati e DNA e termine del processo ad opera di molecole antiossidanti.  
A concentrazioni moderate, tuttavia, le ROS partecipano attivamente ad una varietà 
di processi biologici complessi, implicati nella normale crescita cellulare, quali la 
trasduzione del segnale, il controllo dell’espressione genica, la senescenza cellulare, 
l’apoptosi (Droge et al., 2004). I sistemi biologici hanno sviluppato l’abilità di 
detossificare la cellula da questi intermedi reattivi o di riparare il danno da essi indotto, 
mediante attività enzimatiche e non; ma quando questa capacità viene meno si verifica 
la condizione di stress ossidativo. 
Il danno cellulare si ripercuote nello stato fisiologico del tessuto, e, infine, 
dell’intero organismo; proprio per questo motivo lo stress ossidativo è associato ad una 
serie di stati patologici quali malattie cardiovascolari, degenerazioni neuronali, 
infiammazioni, tumori ed invecchiamento precoce. 
    
1.2.2 ANTIOSSIDANTI 
 
Gli antiossidanti sono molecole che, pur presenti in concentrazione ridotta rispetto 
al substrato ossidabile, possono prevenire o ritardare l’ossidazione iniziata da un fattore 
ossidante.  
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Queste molecole sono suddivise in quattro gruppi: 
1. Primari: prevengono la formazione di specie radicaliche o sequestrano i metalli di 
transizione; 
2. Secondari: reagiscono con radicali formati e li convertono in forme meno reattive 
interrompendo la reazione a catena;  
3. Endogeni: 
-Enzimi: Superossido Dismutasi (SOD), Catalasi (Cat), Glutatione 
Perossidasi (Gpx) ; 
-Proteine: albumina, proteine-SH, leganti metalli (Fe, Cu) ; 
-Altre molecole: acido urico, bilirubina. 
4. Esogeni:  
-Vitaminici: Vitamina C, Vitamina E, Vitamina A ; 
-Non vitaminici: Carotenoidi, Polifenoli. 
 
I principali meccanismi d’azione di queste sostanze sono riportati in figura 6.  
 
 
 
Figura 6: Principali meccanismi di azione degli antiossidanti. 
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Gli antiossidanti “preventivi” agiscono inibendo la formazione dei radicali liberi; gli 
scavenger (letteralmente “spazzini”) agiscono eliminando i radicali presenti, bloccando 
quindi l’inizio e la propagazione delle reazioni radicaliche a carico delle macromolecole 
biologiche. Gli scavenger possono essere enzimi, che eliminano l’anione superossido 
(superossido-dismutasi) e il perossido di idrogeno (catalasi e perossidasi), molecole ad 
azione antiossidante o proteine che trasportano, depositano o sequestrano ferro e rame 
(transferrina, ferritina, lactoferrina e ceruloplasmina).  
Un altro gruppo di antiossidanti, infine, agisce nella riparazione del danno indotto 
dallo stress ossidativo e nella ricostruzione delle membrane. 
Nelle condizioni di stress ossidativo si osserva un deficit in queste difese dovuto a 
ridotta assunzione, diminuita sintesi, eccessivo consumo di antiossidanti, ridotta 
capacità di utilizzarli o difetti nei sistemi enzimatici coinvolti.  
 
1.2.3. DIFESE ANTIOSSIDANTI ENDOGENE 
 
I principali enzimi responsabili dell’omeostasi ossidoriduttiva cellulare sono la 
superossido dismutasi, la catalasi, la glutatione perossidasi, la tioredossina e la 
perossiredossina che funzionano come scavengers delle ROS, ma non possono 
intervenire direttamente sulle macromolecole biologiche per rimuovere un danno già 
avvenuto. La SOD catalizza la reazione di dismutazione dell’anione superossido 
convertendolo in perossido d’idrogeno;tale enzima può trovarsi nel citosol o nel nucleo 
e dove richiede come cofattori il rame o lo zinco (Cu/Zn-dip), oppure nei mitocondri 
dove utilizza come cofattore il manganese (Mn-dip, SOD-2). 
Anche prima della scoperta dell’abilità enzimatica della SOD di agire da scavenger 
nei confronti del radicale superossido (McCord , et al., 1969), era stata osservata 
un’attività antinfiammatoria da parte della proteina, chiamata anche orgoteina (Huber et 
al., 1980) e studi clinici più recenti ne hanno dimostrato l’azione antifibrotica in alcune 
applicazioni (Ludwig et al., 1991, Sanchiz et al., 1996). Nel 1993, inoltre, Church e 
collaboratori hanno dimostrato che l’induzione di SOD-2 determina la soppressione del 
fenotipo maligno in cellule umane di melanoma (Church  et al., 1993). Per queste ed 
altre evidenze sperimentali, ad oggi, si ipotizza che lo stress ossidativo dipendente dal 
superossido sia coinvolto nella fisiopatologia di infiammazione, fibrosi e cancro
 
(Hybertson et al., 2011). 
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La catalasi partecipa alla difesa cellulare primaria contro il perossido d’idrogeno; 
questo enzima, localizzato nei mitocondri e nei perossisomi (Ferro-dip), riduce il 
perossido d’idrogeno in acqua e ossigeno. Anche le perossidasi sono coinvolte nella 
difesa cellulare primaria contro i perossidi in quanto li riducono in presenza di varie 
molecole riducenti; esistono diverse forme con diverse localizzazioni e diversi substrati.  
Fa parte di questa famiglia la glutatione perossidasi, enzima che riduce i perossidi in 
presenza di glutatione, agente riducente, che contiene un atomo di selenio con funzione 
di cofattore. La glutatione perossidasi agisce su diversi substrati (perossido idrogeno, 
perossidi organici) e può localizzarsi all’interno delle cellule o nei liquidi extracellulari. 
In particolare, la glutatione perossidasi-1 (Gpx-1) riduce l’H2O2 attraverso l’ossidazione 
del glutatione ridotto (GSH). Sia la SOD che la catalasi sono dismutasi e la reazione 
primaria catalizzata da questi enzimi non è associata ad un dispendio energetico. Invece, 
le perossidasi sono reduttasi che per essere attivate necessitano di un cofattore, il 
NADPH, prodotto nei pathways metabolici (Chaudiere et al., 1999). 
Una piccola proteina ubiquitaria con attività antiossidante è la tioredossina, che 
contiene due cisteine e trasporta atomi di idrogeno, forniti dal NADPH. Questa proteina 
è parte di un sistema multiproteico che vede il coinvolgimento di altri due enzimi quali 
la tioredossina reduttasi e la tioredossina perossidasi. Recentemente sono stati isolati 
alcuni membri di una famiglia di scavengers di perossidi, chiamata comunemente 
perossiredossina, che come riducenti utilizzano gli elettroni forniti dalla tioredossina. 
Il glutatione è il regolatore non enzimatico più importante dell’omeostasi 
ossidoriduttiva intracellulare ed è presente ubiquitariamente in tutti i tipi di cellule; è 
coinvolto in processi di detossificazione, difesa antiossidante, mantenimento dello stato 
tiolico e modulazione della proliferazione cellulare.  
Il glutatione, tripeptide contenente cisteina, esiste sia in forma ridotta (GSH) che in 
forma ossidata (GSSG), meglio indicata come glutatione bisolfuro, e prende parte alle 
reazioni di ossidoriduzione grazie all’ossidazione reversibile dei suoi gruppi tiolici 
attivi. Il rapporto citosolico fra le due forme, in cellule in buono stato di salute, è di 9:1, 
mentre in presenza di stress ossidativo la concentrazione del GSH diminuisce e quella 
del GSSG aumenta. Nella cellula, la maggior parte del GSH è distribuita nel nucleo, nel 
reticolo endoplasmatico e nei mitocondri. Oltre che in forma libera, il GSH, mediante 
un processo chiamato glutationilazione, può anche essere legato covalentemente a 
proteine, regolandone la funzione o fungendo da coenzima in sistemi enzimatici 
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antiossidanti
 
(Pompella et al., 2003). Il GSH può quindi agire direttamente da scavenger 
di radicali liberi e xenobiotici elettrofili, oppure da substrato per le glutatione 
perossidasi (Gpxs) e glutatione S-transferasi (GSTs), durante i processi di 
detossificazione del perossido di idrogeno, di idroperossidi lipidici e di composti 
elettrofili. Il GSH cellulare può essere rigenerato in seguito a riduzione del GSSG 
formatosi, oppure sintetizzato ex novo. La riduzione del GSSG a GSH è catalizzata dalla 
glutatione reduttasi (GRed), che utilizza come agente riducente il NADPH, prodotto dal 
ciclo dei pentoso-fosfati, ed è quindi dipendente dalla efficienza di tale via metabolica
 
(Argyrou et al., 2004).  
 
1.2.4. RISPOSTA ALLO STRESS OSSIDATIVO 
 
La risposta cellulare allo stress ossidativo può essere suddivisa in tre fasi. 
Durante la prima fase, un fattore cellulare agisce come “sensore” e percepisce un 
segnale del cambiamento dello stato ossidoriduttivo della cellula. Durante la seconda 
fase, il sensore trasduce il segnale al complesso della trascrizione. Nella terza fase, il 
segnale attiva fattori di trascrizione che inducono l’espressione di un gruppo di geni 
correlati allo stress ossidativo e coinvolti nella protezione cellulare. Questo processo è 
altamente controllato attraverso la funzione coordinata di molti fattori di regolazione.  
I fenotipi molecolari che caratterizzano la resistenza cellulare allo stress ossidativo 
sono associati sia ad un’elevata espressione di enzimi antiossidanti, sia all’attivazione di 
sistemi di riparazione del DNA e di geni che inducono l’arresto del ciclo cellulare e 
riducono l’apoptosi. Questa resistenza si realizza mediante attivazione o repressione di 
numerosi geni bersaglio con modificazione del loro profilo di espressione. Numerosi 
studi indicano un ruolo importante di alcune proteine cardine (FOXO, p66shc, SIRT, 
Nrf2, p53), che mediano, con meccanismi ancora sconosciuti, la comparsa di un 
fenotipo cellulare resistente allo stress ossidativo. L’interesse di tale argomento è 
notevole perché la resistenza allo stress ossidativo è correlata all’invecchiamento, al 
cancro e alla resistenza alla chemioterapia. 
FOXO (Forkhead box) rappresentano dei fattori di trascrizione coinvolti nella 
regolazione di numerosi processi cellulari, tra cui il ciclo cellulare, l’apoptosi e la 
resistenza allo stress; p66shc è un enzima ossidoriduttivo che genera H2O2 a livello dei 
mitocondri, segnale per l’apoptosi. Invece, p53 è un regolatore centrale della risposta 
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cellulare allo stress, agli insulti genotossici e al danno al DNA, in grado di provocare 
arresto del ciclo cellulare con induzione di geni di risposta al danno e, se il danno è 
notevole, induce l’apoptosi (Hofseth, et al., 2004).  
E’ stato dimostrato che p53 possiede sia effetti pro-ossidanti (Polyak et al., 1997) 
che antiossidanti (Sablina et al., 2005). I diversi ruoli di p53 sono correlati alla severità 
dello stress. Infatti, le funzioni antiossidanti di p53 sono associate ad induzione di geni 
bersaglio che abbassano i livelli delle ROS durante uno stress fisiologico non letale.  
Al contrario, gli effetti pro-ossidanti sono la conseguenza dell’induzione di geni 
pro-apoptotici che generano le ROS.  
Entrambi gli effetti sono componenti importanti dell’attività di soppressore di 
tumori di p53, che rappresenta una barriera contro le alterazioni genetiche coinvolte 
nella formazione dei tumori; la perdita della funzione di p53 in vivo aumenta le ROS 
intracellulari ed accelera la crescita dei tumori (Sablina et al., 2005). 
Le sirtuine (SIRT) sono una famiglia di deacetilasi, conservate negli eucarioti, 
coinvolte nel ritardo dell’invecchiamento; inibiscono l’apoptosi ed attivano la 
riparazione molecolare ed il mantenimento di cellule post-mitotiche, il reclutamento e la 
proliferazione di cellule staminali. 
Un altro sistema implicato nella resistenza allo stress ossidativo è quello che 
coinvolge il fattore trascrizionale Nrf2 (NF-E2-related factor 2) (Itoh et al., 1995). 
 
 1.2.4.1 NRF2 E LA RISPOSTA ALLO STRESS OSSIDATIVO  
 
Nrf2 (Nuclear Erythroid-related factor 2) induce la trascrizione di geni che 
codificano per proteine coinvolte nelle difese antiossidanti e per enzimi di fase II 
implicati nella detossificazione degli xenobiotici. Gli enzimi di fase II catalizzano la 
coniugazione degli xenobiotici ad un substrato endogeno solubile, quale ad esempio il 
glutatione (GSH), l’acido UDP-glucuronico o la glicina. Quantitativamente, la maggiore 
reazione di detossificazione di fase II è rappresentata dalla coniugazione al GSH, ed è 
catalizzata dagli enzimi glutatione-S-trasferasi (GST). 
Inoltre, Nrf2 controlla l’espressione del gene della γ-glutamilcisteilglicina sintetasi 
(γ−GCS), un enzima che regola la quantità di GSH, e del gene x-CT che codifica per 
una componente proteica del sistema eterodimerico di trasporto cistina/glutammato e 
quindi contribuisce al mantenimento dei livelli intracellulari di GSH. 
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Nrf2 appartiene ad una famiglia di proteine che comprende 4 membri: p45 NFE2, 
Nrf1, Nrf2 e Nrf3, che possiedono un motivo di legame al DNA di tipo cerniera di 
leucine e un dominio basico adiacente (bZIP), comunemente denominato Cap’n’collar 
(Motohashi H et al., 2004).  
Questo fattore è un potente attivatore trascrizionale ed agisce legandosi ad un 
elemento di sequenza chiamato “antioxidant/electrophile responsive element” 
(ARE/EpERE) presente talvolta anche in copie multiple sul promotore dei geni da esso 
regolati
 
(Kobayashi et al., 2004; Motohashi et al., 2004).  
Nrf2 funziona come eterodimero insieme ad un fattore della classe delle piccole 
proteine della famiglia Maf. Infatti, è stato recentemente dimostrato in vivo che tali 
proteine sono richieste per l’attività transattivante di Nrf2 (Motohashi et al., 2004). 
Inoltre altre proteine quali c-Jun (Venugopal et al., 1998) e ATF4 (He et al., 2001) 
possono agire come molecole partner di Nrf2.  
L’attività di legame alle sequenze ARE di Nrf2 può essere inibita da una proteina 
chiamata Bach1, capace di funzionare da “competitore” per le sequenze ARE 
specialmente per il gene dell’eme-ossigenasi 1 (Sun et al., 2002).  
Bach1, pur possedendo un motivo a cerniera di leucine, manca del motivo di 
legame al DNA e in questo modo impedisce il legame di Nrf2 alla sequenze ARE dei 
promotori. 
L’attività di Nrf2 è regolata a vari livelli e con diversi meccanismi tra i quali il 
sistema Nrf2/Keap1 (Kobayashi et al., 2005).  
Tale meccanismo di regolazione si basa sulla disponibilità nucleare di Nrf2 stesso. 
Infatti, come si evince dalla figura 7, Nrf2 è normalmente sequestrato nel citoplasma 
perché legato a Keap1, una proteina del citoscheletro che interagisce direttamente con 
l’actina. In questo contesto citoplasmatico, Nrf2 viene continuamente degradato 
attraverso un sistema di ubiquitinazione che “marca” la proteina e la dirige al 
proteosoma 26S (Zhang et al., 2004). Recentemente è stato dimostrato che Keap1 si 
lega alla proteina cullina 3 (Cul3), proteina che fa parte del sistema 
dell’ubiquitinazione, partecipando direttamente alla degradazione di Nrf2 (Kobayashi et 
al., 2006). 
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Figura 7: regolazione di Nrf2 da parte di Keap1 (Su n et al., 2011) 
 
In condizioni basali, Keap1 è in grado di indurre la rapida degradazione di Nrf2 da 
parte del proteosoma, l’emivita del fattore nucleare è, infatti, inferiore ai 20 minuti; ciò 
avviene grazie all’interazione tra Keap1 e la proteina cullina 3 (Cul3), che entrano a far 
parte del complesso di ubiquitinazione per azione della proteina E3 ligasi. Questo 
complesso catalizza l’aggiunta dell’ubiquitina a sette residui di lisina presenti nel 
dominio Neh2 di Nrf2, che agiscono come segnale di riconoscimento per la 
degradazione del fattore nel proteosoma
 
(Zhang et al., 2006).  
In presenza di induttori della trascrizione di geni per enzimi di fase II (inclusi le 
ROS e vari elettrofili), la degradazione veloce di Nrf2 viene bloccata.  
La maggior parte degli attivatori di Nrf2 ha la peculiare abilità di modificare i 
gruppi sulfidrilici, mediante alchilazione, ossidazione e riduzione.  
E’ stata dimostrata la presenza di tre residui di cisteina (Cys151, Cys273, Cys288) a 
livello di Keap1 particolarmente reattivi nei confronti di elettrofili e cruciali per 
l’attività repressiva su Nrf2. Infatti, mutanti in Cys273 e Cys288 (amminoacidi 
localizzati a livello del dominio di legame con Cul3) mostrano un aumento nella 
stabilità di Nrf2 (Zang et al., 2003). Questi risultati suggeriscono che le due cisteine, 
nelle posizioni 273 e 288, hanno un ruolo cardine nella degradazione di Nrf2 mediata da 
Keap1, consentendo il legame tra Keap1 e Cul3.  
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Le modificazioni di Cys151 sembrano provocare un cambio conformazionale nel 
complesso contenente Keap1 e Cul3, bloccando l’ubiquitinazione di Nrf2.  
Le cisteine individuate in Keap1 sono attualmente considerate dei sensori diretti 
dello stress ossidativo (Dinkova-Kostova et al., 2002). La formazione di addotti con 
elettrofili o il loro seguente riarrangiamento per formare legami disolfuro sono 
considerati la base molecolare per la capacità cellulare di regolare i livelli di stress 
ossidativo modulando la produzione di enzimi antiossidanti regolati dall’ARE. 
In condizioni basali nel citosol sono presenti livelli elevati di Keap1, mentre sono 
ridotti quelli di Nrf2, a causa della ridotta emivita di questo fattore.  
Il trattamento con attivatori blocca la degradazione proteosomica di Nrf2 e aumenta 
il contenuto di Nrf2 abbastanza da saturare le molecole di Keap1 disponibili; di 
conseguenza la frazione non legata di Nrf2 è libera di traslocare nel nucleo ed attivare la 
sua trascrizione e quella di molti altri geni
 
(Zhang et al., 2006).  
Nel 2002 Huang e collaboratori
 
(Huang et al., 2002) hanno osservato che la 
fosforilazione a livello della Serina 40 di Nrf2 sembra essere un importante evento nel 
rilascio di questo fattore da Keap1 e la sua traslocazione nel nucleo. 
Studi preliminari avevano ipotizzato che l’azione degli attivatori di Nrf2 fosse 
mediata solo dalla formazione di addotti o dall’ossidazione dei residui reattivi di 
Cisteina di Keap1 ma, recenti evidenze, dimostrano che i pathway di segnalazione delle 
chinasi sono quasi sempre coinvolti, incluso quello delle MAPK (mitogen-activated 
protein kinase) e quello della fosfatidilinositolo-3 chinasi (Zheng et al., 2009). Queste 
evidenze suggeriscono che la fosforilazione di Nrf2 sia l’evento ultimo responsabile 
della sua migrazione nel nucleo. Sono state, ad oggi, rilevate dozzine di sostanze in 
grado di attivare Nrf2, almeno in coltura cellulare; alcuni derivano da prodotti naturali, 
come il sulforafano (Cheung and Kong, 2010) o la curcumina, altri invece sono di 
origine sintetica ed utilizzati come integratori alimentari. 
Anche il resveratrolo media l’attivazione e la traslocazione del fattore Nrf2, 
probabilmente mediante il pathway di segnalazione delle MAPK, in particolare 
attraverso la fosforilazione di ERK (An-Sheng Cheng et al., 2012). Nrf2 regola oltre 
200 geni e svolge un ruolo critico, ad esempio, nella regolazione dell’espressione dei 
geni che codificano per la famiglia delle GST e per l’NAD(P)H chinone ossidoreduttasi. 
Inoltre, esso controlla i geni che codificano per altri enzimi detossificanti della fase II, 
quali l’UDP-glucoronil trasferasi 1A6, l’aldeide reduttasi e l’idrolasi microsomale degli 
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epossidi. In aggiunta, anche l’induzione di geni per proteine antiossidanti in presenza di 
stress ossidativo, dipende da Nrf2. 
Tra le principali proteine regolate dal fattore nucleare o da Nrf2, ricordiamo: l’eme-
ossigenasi 1 (HO-1), la perossiredossina 1 (Prx1), la NAD(P)H:ossidoreducttasi 1 
(NQO1), la glutatione transferasi (GST), la tioredossina (Txn) e la superossido 
dismutasi manganese-dipendente (MnSOD o SOD2) (Gwarzo et al., 2009). Nrf2 
controlla sia l’induzione che il livello basale dell’espressione di geni che codificano 
enzimi coinvolti nella biosintesi del GSH, in particolare il gene che controlla 
l’espressione della γ-GCS. Inoltre, molti geni codificanti enzimi coinvolti nella 
detossificazione degli xenobiotici, coniugati al glutatione, sono regolati da Nrf2. 
Infine, la classe delle proteine “heat-shock” viene indotta con un meccanismo Nrf2-
dipendente (Kwak et al., 2003). Queste proteine chaperone, insieme al sistema del 
proteasoma, giocano un ruolo essenziale in risposta allo stress attraverso il riparo e la 
rimozione di proteine danneggiate. L’accumulo di polipeptidi non correttamente 
ripiegati in seguito allo stress ossidativo potrebbe infatti disturbare le normali funzioni 
cellulari. Va infine osservato che i meccanismi molecolari che regolano il sistema 
Nrf2/Keap1 sono risultati conservati tra i vertebrati, indicando un ruolo fondamentale di 
tale sistema nel corso dell’evoluzione. 
 
1.2.4.2. STRESS OSSIDATIVO E INFIAMMAZIONE: cross-talk tra Nrf2 and NF-kB  
 
Recentemente diversi studi hanno suggerito un cross-talk tra il pathway di 
segnalazione di Nrf2 e quello mediato dal Fattore Nucleare Kappa B o Nuclear Factor 
Kappa B? (NF-kB) (Lee et al., 2006; Prawn et al., 2009; Saw et al., 2010). Questi due 
sistemi molecolari si accavallano meglio sovrappongono, intersecano, incrociano in 
diversi punti nel controllo della trascrizione o della funzione delle proteine
 
(Wakabayashi et al., 2010). Inoltre, le specie reattive dell’ossigeno, le ROS, sembrano 
agire da secondi messaggeri in entrambi i pathways (Curtin et al., 2002; Storz, 2006). 
Infatti, da molti anni è noto che lo stress ossidativo è in grado di indurre la traslocazione 
nucleare di NF-kB in diverse linee cellulari (Schreck et al.,1991). Inoltre, è stato 
riscontrato che vari agenti chemiopreventivi attivano la via di segnalazione di Nrf2 con 
una concomitante repressione di NF-kB e dei suoi geni target
 
(Wakabayashi et al., 
2010). Molti composti, naturali e non, inducono l’attivazione di Nrf2 e inibiscono quella 
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di NF-kB; un esempio è il calcone, un flavonoide di cui è stata dimostrata l’attività 
suddetta in cellule endoteliali
 
(Liu et al., 2007). In assenza di stimoli, NF-kB, è 
associato ad una proteina inibitoria IkBα e sequestrato nel citosol. Una vasta gamma di 
stimoli, tra cui citochine e stress, è in grado di indurre l’attivazione di NF-kB; IkBα 
viene fosforilata a livello di due residui di serine (S32 and S36), in seguito ubiquitinata 
e degradata dal proteosoma. Il fattore NF-kB ormai libero, trasloca nel nucleo dove 
regola la trascrizione dei suoi geni target, che comprendono geni codificanti per 
chemochine, citochine, immunorecettori, molecole di adesione, fattori di crescita, il 
fattore di necrosi tumorale α (TNFα), l’ossido nitrico sintasi inducibile (iNOS), 
l’interleuchina-1 (IL-1), l’interleuchina-6 (IL-6) e la ciclo ossigenasi-2 (COX-2).  
L’attivazione di NF-kB viene soppressa da molte molecole antiossidanti (N-acetil-
L-cisteina, derivati della vitamina E, e attivatori della glutatione perossidasi), che 
esercitano questa azione con meccanismi differe L’attivazione di NF-kB viene 
soppressa da molte molecole antiossidanti quali la N-acetil-L-cisteina, i derivati della 
vitamina E e gli attivatori della glutatione perossidasi, che esercitano questa azione con 
meccanismi differenti (Schoonbroodt et al., 2000)
 
. 
 
1.2.5 DIFESE ANTIOSSIDANTI ESOGENE 
 
Le difese endogene dell’organismo per mantenere l’omeostasi ossidoriduttiva e 
rispondere adeguatamente agli stress, devono essere affiancate dalle difese esogene 
fornite essenzialmente dalle sostanze antiossidanti assunte con il cibo. Tutte quelle 
sostanze in grado di ritardare, prevenire o rimuovere il danno ossidativo da una 
determinata molecola target, possono essere definite antiossidanti (Halliwell, 2007). 
Risulta ben noto che le ROS siano coinvolte nella maggior parte dei processi 
patologici, come la malattia cardiovascolare, alcune forme di cancro, l’artrite 
reumatoide e altre patologie neurodegenerative (Diplock, 1994). Per questo motivo 
negli ultimi decenni l’interesse si è focalizzato sull’attività degli antiossidanti naturali, 
sia per la loro potenziale azione nel ridurre lo stress ossidativo, sia per gli effetti 
benefici sulla salute (Ames et al., 1993).  
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1.2.5.1 VITAMINE E CAROTENOIDI 
 
I principali antiossidanti presenti nella dieta, contenuti in frutta, verdure e cereali, 
sono vitamine (C, B ed E), carotenoidi, microelementi, polifenoli e isotiocianati. Queste 
sostanze mostrano meccanismi d’azione diversi: alcuni agiscono come scavenger, altri 
sono essenziali nella protezione e nella prevenzione del danno ossidativo.  
Ogni sostanza assunta con la dieta esercita non solo gli effetti dovuti alle proprie 
caratteristiche individuali, ma anche proprietà originate dall’interazione con gli altri 
composti assunti. La vitamina C e la vitamina E agiscono in maniera coordinata e 
sinergica: la vitamina C, idrosolubile, rigenera l’-tocoferolo trasformandosi in radicale 
ascorbile e viene riconvertita ad acido ascorbico da una reduttasi NADPH dipendente. 
L’−tocoferolo, vitamina liposolubile, protegge le membrane dal danno ossidativo 
in quanto blocca le reazioni a catena caratteristiche del processo di perossidazione 
lipidica delle membrane biologiche. 
Tra le vitamine del gruppo B, tutte idrosolubili, la B2 o riboflavina rappresenta una 
componente essenziale di coenzimi coinvolti nella respirazione cellulare e nelle reazioni 
di ossidoriduzione di numerose vie metaboliche. 
I carotenoidi sono un gruppo di pigmenti ampiamente presenti in natura e 
caratterizzati da una pronunciata attività antiossidante (Stahl and Sies, 1993). La 
maggior parte dei carotenoidi deriva da una catena polienica di 35-40 atomi di carbonio, 
che può essere considerata lo scheletro della molecola. La famiglia dei carotenoidi può 
essere divisa in due classi: i caroteni (come l’α-carotene, il β-carotene, e il licopene) e le 
xantofille (come la luteina e al zeaxantina). Esistono più di 600 tipi di carotenoidi, la cui 
maggiore fonte è rappresentata da frutta; α- e β-carotenesi ritrovano in carote, licopene 
in pomodori, luteina in spinaci e zeaxantina nei cereali (Mangels et al., 1993), anche se 
diversi fattori, come la cottura o l’assunzione con grassi o fibre, ne influenzano la 
biodisponibilità nella dieta.  
 Le proprietà antiossidanti di queste sostanze possono spiegare il loro possibile 
ruolo nella prevenzione del cancro; infatti, recenti studi hanno dimostrato una relazione 
inversa tra l’assunzione di β-carotene e l’insorgenza di diversi tipi di tumore (Peto et al., 
1981).  
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1.2.5.2 POLIFENOLI  
 
I polifenoli sono sostanze naturali che derivano dal metabolismo secondario delle 
piante, note per l’azione positiva sulla salute umana. Presenti in alimenti di origine 
vegetale come frutta, verdura, olio, vino, tè, cioccolato ed altri prodotti a base di cacao 
(Manach et al., 2004), costituiscono un gruppo ampio ed eterogeneo di composti 
suddivisi in classi, quali acidi idrossibenzoici, acidi idrossicinnamici, stilbeni, lignani e 
flavonoidi; questi ultimi a loro volta, sono suddivisi in antocianine, flavonoli, flavoni, 
flavanoli, flavanoni ed isoflavoni (figura 8).  
Sebbene la biodisponibilità di questi composti rappresenti un problema che ancora 
non ha trovato una soluzione univoca ed efficace, studi epidemiologici hanno 
evidenziato che, all’aumentare del consumo di polifenoli, si osserva una riduzione del 
rischio di malattie cardiovascolari, tumori e disordini neurodegenerativi
 
(Yochum et al., 
1999) suggerendo che gli effetti benefici siano da attribuirsi soprattutto alla capacità dei 
polifenoli di combattere lo stress ossidativo che caratterizza e accomuna queste 
patologie. 
 
 
Figura 8: struttura delle principali classi di polifenoli 
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Il potere antiossidante dei polifenoli dipende essenzialmente da una serie di 
caratteristiche strutturali quali il numero di anelli fenolici, numero e posizione di gruppi 
idrossilici e di doppi legami presenti nella molecola ed è determinato in particolare dalla 
presenza di un anello-B diidrossilato (gruppo catecolico), di un’insaturazione in 
posizione 2,3 associata ad una funzione 4-carbonilica nell’anello-C e di gruppi 
funzionali capaci di chelare i metalli di transizione. Inoltre, le differenze strutturali 
determinano differenze nella biodisponibilità di questi composti, sia in termini di 
diverso assorbimento nel tratto gastroenterico che di metabolismo e capacità di 
distribuirsi in tessuti ed organi.  
L’effetto antiossidante dei polifenoli può esplicarsi in maniera diretta, come 
scavenger di specie radicaliche e/o indiretta, mediante l’induzione delle difese 
antiossidanti endogene. Molti dati sperimentali dimostrano infatti che sistemi cellulari, 
trattati con polifenoli, presentano un aumento della concentrazione di GSH e delle 
attività enzimatiche ad esso correlate, in particolare della γ-GCS, della GRed, della GPx 
e della GST; uno dei meccanismi attraverso i quali i polifenoli esercitano la loro azione 
sembra essere quindi un effetto diretto sull’espressione genica degli enzimi. 
Molti dati sperimentali dimostrano che i polifenoli della dieta sono in grado di 
stimolare la trascrizione dei sistemi di difesa antiossidante e di detossificazione 
direttamente attraverso gli ARE (Antioxidant Responsive Element). Un’altra ipotesi è 
che i polifenoli influenzano l’attivazione degli ARE/EpRE indirettamente, modulando 
l’attività di Nrf2.  
Ad esempio, i polifenoli potrebbero diminuire la capacità di Keap1 nel sequestrare 
Nrf2, il quale sarebbe libero di traslocare nel nucleo ed attivare il promotore di vari 
geni. Questa ipotesi è supportata dall’evidenza che i polifenoli sono in grado di reagire 
con i gruppi sulfidrilici attivi, strettamente correlati con l’induzione enzimatica e 
l’aumento di GSH, modulando in questo modo diverse proteine sensore tra cui il Keap1. 
Attraverso l’attivazione delle chinasi MAPK (ERK, JNK e p38), potrebbero invece 
contribuire alla stabilizzazione di Nrf2 (Yu et al., 1997).  
A sostegno di questa ipotesi è stato dimostrato che i polifenoli estratti dal tè verde 
stimolano la trascrizione di enzimi di fase II attraverso l’attivazione degli ARE, 
probabilmente utilizzando la via del signaling delle MAPK (Yu et al., 1997) (Fig. 9). 
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Figura 9: polifenoli e induzione di enzimi di fase II. I polifenoli 
inducono l’espressione di geni codificanti per questi enzimi attraverso le 
vie cellulari di attivazione degli ARE/EpRE. 
 
Un esempio di polifenolo è rappresentato dal resveratrolo, presente nel vino rosso e 
considerato un componente ad attiva azione cardioprotettiva, aumenta l’attività degli 
enzimi di fase II (Cao et al., 2004). Tale induzione enzimatica è dovuta all’attivazione 
di Nrf2, probabilmente mediata da MAPKs o PKB/Akt. È’ stato, infatti, dimostrato che 
il resveratrolo è in grado di attivare le MAPKs nel melanoma umano (Niles et al., 2003) 
e in diverse linee cellulari umane. 
Oltre alla classica azione antiossidante, sono state descritte anche azioni pro-
ossidanti dei polifenoli
 
(Elbling et al., 2005) che possono quindi avere effetti opposti sui 
processi fisiologici cellulari di base. Infatti, se da un lato, come antiossidanti, possono 
migliorare la sopravvivenza cellulare, dall’altro, come pro-ossidanti, possono indurre 
apoptosi, necrosi o arresto della proliferazione. 
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Le proprietà antiossidanti sono state considerate per molto tempo la principale 
funzione dei polifenoli, ma, alla luce di nuovi dati sperimentali, questo sembra essere un 
modo troppo semplice e riduttivo di considerare la loro attività. 
È stato dimostrato che i polifenoli sono in grado di modulare l’espressione e/o 
l’attività di enzimi, come telomerasi, ciclossigenasi, lipossigenasi, xantina ossidasi, 
metallo proteinasi, enzima di conversione dell’angiotensina, protein chinasi, di 
interagire con le vie di trasduzione del segnale, con i recettori cellulari, con le vie 
apoptotiche caspasi-dipendenti, con la regolazione del ciclo cellulare e con l’induzione 
di enzimi detossificanti. Essi, inoltre, sono in grado di aumentare la produzione di 
vasodilatatori, come l’ossido nitrico, influenzare la funzione delle piastrine e competere 
con il glucosio nel trasporto attraverso la membrana cellulare. Diversi studi hanno 
riscontrato una correlazione inversa tra il consumo di polifenoli e la mortalità causata da 
patologie cardiovascolari; gli effetti benefici osservati sembrano mediati da tutta una 
serie di pathways biochimici e meccanismi di segnalazione che agiscono in maniera 
indipendente o sinergica.  
In studi in vivo il trattamento con polifenoli esercita una serie di effetti anti-
aterosclerotici come ridurre l’ossidazione delle LDL, aumentare la funzione endoteliale 
e il rilascio di ossido nitrico, modulare l’infiammazione e il metabolismo lipidico. Oltre 
a queste attività i polifenoli aumentano lo stato antiossidante dell’organismo e 
proteggono da episodi aterotrombotici, come ischemia miocardica o aggregazione di 
piastrine (Badimon et al., 2010).  
 
1.2.6 CEREALI E LEGUMI 
 
I cereali e i legumi rappresentano fonti essenziali di carboidrati, proteine, vitamine, 
minerali ed altre sostanze, rivestendo un ruolo molto importante nell’alimentazione 
umana. Numerosi studi hanno dimostrato che una dieta ricca di cereali e legumi 
protegge dall’insorgenza delle malattie più diffuse nei Paesi sviluppati, quali patologie 
cardiovascolari, (Flight and Clifton, 2006), diabete mellito di tipo 2 (Villegas et al., 
2008) ed alcuni tipi di tumori (Wu et al., 2008).  
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1.2.6.1 CEREALI 
 
Il termine cereali designa un gruppo di piante erbacee annuali appartenenti alla 
famiglia delle Graminacee, dal cui frutto o cariosside si ottengono alimenti e prodotti 
alimentari elevata valenza nutrizionale. 
I cereali di più ampio consumo sono il frumento, il mais, l'orzo, il riso e la segale e, 
con i loro derivati, rappresentano più del 50% del consumo di proteine nella dieta 
umana nel mondo; avena, sorgo e miglio, invece, vengono utilizzati prevalentemente 
per l'alimentazione del bestiame. La composizione nutrizionale varia in base al tipo di 
cereale, alle condizioni ambientali di crescita e ad eventuali lavorazioni successive, ma 
essenzialmente sono presenti fibre, proteine, vitamine, minerali e sostanze ad azione 
antiossidante, tra cui polifenoli; la famiglia più abbondante di polifenoli nei cereali è 
quella degli acidi fenolici, oltre a ridotte quantità di flavonoidi e lignani. 
La parte della pianta utilizzata a scopo alimentare è il frutto secco indeiscente, noto 
anche come cariosside, costituito essenzialmente da tre parti distinte (figura 10): il 
tegumento esterno o crusca, l’endosperma e il germe. Sia i composti fenolici che i 
flavonoidi sono presenti soprattutto a livello di crusca e germe. 
 Sulla base del grado di trasformazione al quale vengono sottoposti, i cereali 
possono essere suddivisi in 2 sottogruppi principali: i cereali integrali e i cereali 
raffinati. 
 
 
 
 Figura 10: componenti della cariosside. 
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I cereali integrali contengono l'intero patrimonio nutritivo della cariosside, cioè lo 
strato di crusca e il germe, ricche fonti di fibre, vitamine e minerali, e l'endosperma, 
fonte di amido e proteine.  
I cereali integrali sono un’ottima fonte di vitamine del gruppo B, vitamina E e 
numerosi minerali (zinco, magnesio e fosforo) e, inoltre, contengono diversi fitochimici 
in grado di minimizzare i danni dovuti a reazioni ossidative.  
I cereali raffinati hanno perso, invece, gran parte delle sostanze benefiche che 
conteneva la cariosside (Slavin, 2004), e, inoltre, possono contenere sostanze aggiunte 
dannose.  
Attraverso la macinazione e la raffinazione subiscono, innanzitutto, l'asportazione 
della parte esterna del frutto con tutto quello che contiene, mentre viene risparmiato 
l'endosperma: vengono così perduti la gran parte dei minerali, delle vitamine, delle fibre 
e delle sostanze fitochimiche.  
Successive trasformazioni nel corso del processo di produzione industriale portano 
all’eventuale disidratazione e all'aggiunta di sale, zucchero e grassi, modificando 
radicalmente l'iniziale composizione nutrizionale del cereale. 
Le fibre consistono essenzialmente in carboidrati complessi non direttamente 
digeriti dall’organismo, alcuni dei quali insolubili in acqua (soprattutto cellulosa, 
localizzata prevalentemente nella buccia esterna), capaci di regolare le funzioni 
intestinali, altri solubili in acqua e in grado di collaborare al controllo dei livelli di 
glucosio e di colesterolo nel sangue. Un elevato consumo di queste fibre nella dieta è 
correlato ad una riduzione del rischio cardiovascolare. Tuttavia, gli effetti benefici 
sull’uomo variano molto in base al cibo col quale sono assunte e se questo in prima 
istanza risulta costituito da cereali integrali o raffinati (Anderson et al., 2000). I cereali 
integrali, infatti, risultano più importanti a livello nutrizionale in quanto contengono un 
gruppo di sostanze fitoprotettive che agiscono sinergicamente nel ridurre il rischio 
cardiovascolare (Anderson et al., 2000).  
In studi epidemiologici il consumo di cereali integrali è associato ad una ridotta 
incidenza del diabete di tipo 2 (McKeown et al., 2002), di patologie cardiovascolari e 
cancro al colon retto (Flight and Clifton, 2006). Ad oggi, non sono noti molti studi 
riguardanti il trattamento di cellule in coltura con cereali o derivati, nessuno, in 
particolare, è stato effettuato valutando gli effetti dei suddetti nutrienti su cellule 
progenitrici endoteliali (EPCs). 
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1.2.6.2 LISOSAN G® 
 
Il Lisosan G è un lisato di grano di Triticum Savinum, un prebiotico completamente 
naturale ottenuto da una particolare lavorazione di cruschello e germe di grano. 
Attualmente il Lisosan G è registrato come integratore alimentare presso il Ministero 
della Salute. 
Questo lisato presenta alcune caratteristiche che lo rendono capace di svolgere 
un'azione benefica sull'organismo umano, grazie alla presenza di vitamine, 
oligoelementi, minerali e acidi grassi polinsaturi in un rapporto particolarmente 
equilibrato (Tabella 1). 
Tra gli oligoelementi sono presenti il ferro, il rame e lo zinco, mentre tra le vitamine 
sono presenti B1, B2, B6 e la vitamina E o α-tocoferolo. Inoltre nella composizione del 
Lisosan G vi è una buona percentuale di acidi grassi polinsaturi, in particolare di acido 
linoleico o AL e acido alfa-linolenico o ALA.  
Questi acidi grassi sono detti essenziali (EFA), poiché, considerata l'impossibilità 
dell'organismo di sintetizzarli, devono obbligatoriamente essere introdotti con la dieta, 
attraverso l’ingestione di oli vegetali, cereali e noci. 
Una volta assunti attraverso gli alimenti, questi due nutrienti sono convertiti per via 
enzimatica in altri acidi grassi polinsaturi (PUFA). In particolare, l'acido linoleico è il 
capostipite degli acidi grassi della serie omega-6, mentre a partire dall'acido alfa-
linolenico si ottengono gli analoghi della serie omega-3.  
Questi acidi grassi polinsaturi sono importanti nella prevenzione e nel trattamento 
di varie patologie cardiovascolari (Kuhnt et al., 2012) in quanto offrono 
complessivamente un'importante azione protettiva a livello dei fattori che regolano la 
fluidità del sangue e l'elasticità del tratto venoso e arterioso.  
Il Lisosan G si assimila facilmente e non ha bisogno di particolari processi digestivi, 
poiché, provenendo da un procedimento di lisi, presenta una struttura elementare che lo 
rende assimilabile come tale. 
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Tabella 1: principali componenti del Lisosan G 
 
La sua metodica di preparazione, senza aggiunta di sostanze chimiche, è volta ad 
esaltare la peculiare componentistica nutritiva del cereale e, parallelamente, a mettere in 
rilievo altre proprietà benefiche, altrimenti latenti. 
I chicchi di grano, in primo luogo, vengono fatti fermentare alla temperatura 
controllata di 35°C, per non far degradare gli enzimi, per 3-4 giorni, successivamente 
vengono fatti essiccare; durante questa fase il grano perde la componente acquosa, che 
viene poi prelevata. La parte essiccata viene quindi sottoposta ad un processo in cui si 
lisa tutta la componentistica macromolecolare, per rendere accessibili agli enzimi delle 
pareti intestinali i principi attivi che altrimenti resterebbero integri e quindi non sempre 
utilizzabili dal nostro organismo. 
PRINCIPALI COMPONENTI DEL LISOSAN G 
Proteine 208 g/kg 
Lipidi 70 g/kg 
Glucidi 166 g/kg 
Lactobacilli 102 ufc/g 
Magnesio 4.1 g/kg 
Ferro 0,1 g/kg 
Zinco 0.13 g/kg 
Rame 0.01 g/kg 
Selenio 57 mg/kg 
Acido linolenico (ω-3) 3 g/kg 
Acido linoleico (ω-6) 33 g/kg 
Acido oleico 7.4 g/kg 
Tocoferoli 0.02 g/kg 
Vitamina B1 3.8 mg/kg 
Vitamina B2 0.9 mg/kg 
Vitamina B6 2.2 mg/kg 
Acido lipoico 66 mg/kg 
Rossella Russo 
47 
 
Studi recenti hanno dimostrato la capacità antiossidante del Lisosan G mediante 
saggio ORAC (Longo et al., 2007), che misura la capacità antiossidante totale di una 
sostanza/alimento in base all’assorbimento dei radicali dell’ossigeno; 1 unità ORAC 
corrisponde ad 1 μmol di Trolox equivalenti (TE) su 100 g di prodotto esaminato. Ogni 
persona dovrebbe introdurre vegetali pari a 3000-5000 unità ORAC per godere dei 
benefici degli antiossidanti contenuti, e dai risultati ottenuti da precedenti studi 
effettuati nei nostri laboratori, 100g di Lisosan G corrispondono a 4757 unità ORAC, 
risultato che denota il suo elevato potere antiossidante.  
Inoltre, è stato dimostrato che i costituenti del Lisosan G non interferiscono con il 
sistema enzimatico coinvolto nel metabolismo dei farmaci, per questo il Lisosan G può 
essere somministrato durante la terapia farmacologica (Longo et al., 2007); nello stesso 
lavoro, gli autori hanno dimostrato un’attività antiossidante epatoprotettiva in ratti 
trattati con tetracloruro di carbonio, un composto molto tossico per l’organismo in 
quanto capace di innescare reazioni a catena radicaliche che degradano le membrane 
cellulari. Lisosan G è, inoltre, in grado di proteggere parzialmente dalla tossicità indotta 
dal Cis-platino (Longo et al., 2011), un agente chemioterapico molto efficiente ed 
ampiamente usato per il trattamento di vari tumori metastatici, il cui utilizzo in clinica è 
limitato a causa dell’elevata tossicità e dei numerosi effetti collaterali che provoca 
soprattutto a livello renale.  
Gli effetti antiossidanti e antimutagenici del Lisosan G sono stati studiati anche sul 
sistema modello Saccharomices Cerevisiae
 
(Frassinetti et al., 2012) sul quale sono stati 
testati anche prodotti cosmetici a base di Lisosan G mostrando capacità antimutagene in 
seguito ad irraggiamento con raggi UV. Queste evidenze hanno aperto un nuovo campo 
di applicazione del lisato di grano nel settore cosmetico. 
Questo prodotto è stato recentemente testato su cellule endoteliali del microcircolo 
(HMEC-1), rilevando la capacità del Lisosan G di contrastare la riposta ossidativa e 
infiammatoria indotta dal trattamento con LDL ossidate (Lubrano et al., 2012). I 
risultati dello studio hanno dimostrato che il Lisosan G può essere considerato un 
potenziale candidato per la prevenzione dell’aterosclerosi e della disfunzione del 
microcircolo. 
Inoltre, il lisato può essere utilizzato come integratore alimentare al fine di 
prevenire l’effetto dannoso indotto dallo stress ossidativo sulle cellule endoteliali; 
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saranno ovviamente necessari altri studi in vitro e in vivo per confermare gli effetti 
benefici del Lisosan G verso il danno endoteliale. 
 
1.2.6.3 I LEGUMI 
 
Con il termine legumi si fa riferimento ai baccelli e i semi commestibili delle piante 
della famiglia delle Leguminose; sono alla base dell’alimentazione umana soprattutto 
perché sono ricchi di proteine di discreto valore. Secondo le Linee Guida sulla corretta 
alimentazione, questi prodotti vegetali possono rappresentare una valida alternativa a 
carne, pesce, uova e latte, tanto che se ne raccomanda un consumo frequente. Inoltre, 
l’elevata quantità di amido in essi contenuto li rende una buona fonte energetica, mentre 
l’azione benefica sulla funzione intestinale e il senso di sazietà sono dovuti alla discreta 
quantità di fibre alimentare; le quantità di vitamina del gruppo B (B1, B2 e niacina), 
ferro, calcio e potassio contenute nei legumi sono tra le più alte tra tutti i vegetali. 
I legumi vengono consumati sia allo stato fresco che allo stato secco. Ovviamente i 
legumi freschi, rispetto a quelli secchi, hanno un contenuto di acqua molto superiore e 
quindi, a parità di peso, un contenuto proteico e glucidico inferiore ed un valore calorico 
più basso. 
I legumi di maggior uso alimentare e più diffusi nel nostro Paese sono: fagioli, 
piselli, lenticchie e ceci. Ma è bene citare, tra i legumi di notevole importanza 
nutrizionale, anche la soia, le fave, i lupini, le cicerchie e le arachidi. I legumi, con 
l'eccezione della soia, contengono pochi grassi (2-4%), il che li rende consigliabili per le 
diete ipolipidiche. Inoltre, tali grassi sono in genere ricchi della componente polinsatura.  
Uno dei problemi legati al consumo di legumi è rappresentato dalla loro scarsa 
digeribilità; infatti è nozione comune che se consumati in quantità elevate determinano 
lo sviluppo di gas intestinali (flatulenza) e altri disturbi digestivi. La causa va ricercata 
nella presenza nei legumi stessi di particolari carboidrati (raffinosio, stachiosio e 
verbascosio) che non vengono allontanati con la cottura e non possono essere digeriti, in 
quanto nel nostro intestino mancano gli enzimi specifici per quelle molecole, le quali 
sono degradate ad opera della flora batterica intestinale, con produzione di gas. 
Inoltre, i legumi vanno cotti a lungo in quanto contengono dei fattori antidigestivi 
(fattori antitriptici) che impediscono la digestione del prodotto crudo. Il calore, infatti, 
distrugge questi fattori rendendo i legumi digeribili ed assimilabili.  
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Nei legumi sono contenute anche notevoli quantità di fitati, sostanze definite 
antinutrizionali in quanto capaci di legarsi chimicamente a diversi minerali (calcio, 
ferro, zinco, ecc.), riducendone la disponibilità e l’utilizzazione da parte dell'organismo. 
 
1.2.6.4 I FAGIOLI: Lady Joy 
 
Dopo la soia, il fagiolo è il legume più rappresentato nell’alimentazione umana. Le 
specie maggiormente coltivate (Phaseolus vulgaris, Phaseolus lunatus, Phaseolus 
coccineus, Phaseolus polyanthus and Phaseolus acutifolius) appartengono al genere 
Phaseolus, famiglia delle Papilionaceae.  
A livello nutrizionale, come gli altri legumi, il fagiolo costituisce una buona fonte di 
proteine, carboidrati e minerali, soprattutto ferro, calcio e potassio ma contiene elevate 
quantità di acido fitico, che ne riduce la biodisponibilità. Inoltre i fagioli contengono 
alcune componenti bioattive come le saponine e i polifenoli (Bolivar and Luis, 2010), 
responsabili di alcuni degli effetti benefici associati al consumo di questo cibo. 
Tra i polifenoli i più abbondanti ci sono procianidine, glucosidi flavonoidi, 
diidrocalconi e isoflavoni. Il potere antiossidante è attribuito all’attività di scavenger dei 
radicali liberi, alle attività chelanti dei metalli di transizione e al ruolo di quencer di 
ossigeno singoletto (Rice-Evans et al., 1995). 
Studi epidemiologici e clinici hanno mostrato una correlazione tra il consumo di 
fagioli e una riduzione dell’incidenza di molte patologie, come cancro, patologie 
cardiovascolari (Kris-Etherton et al., 2002), obesità (Bhathena and Velasquez, 2002) e 
diabete (Helmstädter, 2010).  
La specie più comune di fagiolo è il Phaseolus vulgaris, e tra le varietà, la più 
coltivata è rappresentata dal fagiolo borlotto. 
Il seme di questa specie contiene una famiglia di proteine simili tra loro, tra le quali 
i membri più rappresentativi sono la fitoemagglutinina, e l’inibitore dell’α-amilasi. La 
fitoemagglutinina è la maggior causa della tossicità del fagiolo crudo; nei mammiferi 
infatti questa lectina è in grado di resistere alla digestione intestinale e di legare la 
mucosa, determinando la disorganizzazione dei microvilli (Banwell et al., 1985). Questa 
sostanza è inoltre capace di agglutinare i globuli rossi e di indurre la proliferazione dei 
linfociti T. L’inibitore dell’α-amilasi, nota anche come faseolammina, presenta un 
effetto diretto sull’assimilazione degli zuccheri complessi in quanto è in grado di inibire 
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la digestione dell’amido prevenendo la trasformazione in zuccheri semplici, che sono le 
forme assorbite dalle membrane intestinali. La cottura annulla gli effetti negativi di 
entrambe le proteine.  
Le proprietà della faseolamina hanno trovato largo impiego nel campo degli 
integratori alimentari, infatti l’effetto anti-nutritivo di questa proteina è utilizzato per 
prevenire la digestione dei carboidrati, determinando un calo delle calorie assorbite e 
una conseguente perdita di peso. 
Le molecole di faseolamina e fitoemagglutinina sono il risultato di duplicazioni 
geniche e mutazioni puntiformi a carico di una sequenza ancestrale comune, per questo 
presentano caratteristiche chimico-fisiche simili ma attività biologica differente. 
L’evidenza che estraendo la faseolamina si aveva la solubilizzazione anche della 
fitoemagglutinina ha portato ad uno studio riguardante la selezione genetica di fagioli 
ricchi di faseolamina ma incapaci di accumulare fitoemagglutinina.  
Da questo studio, nato dalla collaborazione tra l’Istituto di Biologia e Biotecnologia 
Agraria del CNR di Milano e il Consiglio per la Ricerca e la sperimentazione in 
Agricoltura (CRA), è nato il fagiolo borlotto Lady Joy, una varietà che può essere 
utilizzata come fonte di faseolamina priva della contaminazione da fitoemagglutinina 
(Bollini R. brevetto EP1732397 A2, 2006).  
Le caratteristiche genetico-biochimiche peculiari della varietà Lady Joy dipendono 
in particolare dall’effetto della mutazione lec che si trova in condizioni di omozigosi nel 
locus genetico codificante per la famiglia multigenica delle lectine, proteine che 
vengono accumulate negli organi di riserva del seme. Questo locus esprime tre proteine 
abbondanti del seme: la fitoemoagglutinina, l’arcelina e l’inibitore dell’α-amilasi. La 
variante mutata, presente nella nuova varietà, deprime la presenza di due delle tre 
proteine maggioritarie nella famiglia delle lectine, determinando assenza della 
fitoemoagglutinina e della arcelina, mentre è presente l’inibitore dell’α-amilasi e viene 
mantenuto il contenuto proteico del fagiolo wild type. Da questa varietà di fagioli è stato 
preparato un lisato. 
 In particolare durante l’estrazione, la polvere derivante da questo fagiolo 
geneticamente selezionato viene arricchita in faseolamina che viene purificata mediante 
precipitazione e in seguito purificata con cromatografia a scambio ionico.  
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1.3 LA NUTRACEUTICA 
 
La nutraceutica è la scienza che studia gli alimenti che hanno un effetto benefico 
sulla salute umana. 
Il termine è stato coniato nel 1989 dal Dr. De Felice ed è un neologismo costituito 
dalla fusione di nutrizione e farmaceutica, ad indicare una sostanza alimentare che, per 
le sue proprietà funzionali, si colloca al limite tra l'alimento ed il farmaco.  
Questa nuova disciplina, in grande sviluppo a livello mondiale, studia gli estratti di 
piante, animali, minerali e microrganismi, impiegati come nutrienti isolati o 
supplementati a diete specifiche e definiti nutraceutici.. 
I nutraceutici presentano dalle comprovate caratteristiche benefiche e protettive nei 
confronti della salute sia fisica che psicologica dell'individuo. Tra gli effetti benefici per 
la salute i più importanti riguardano la prevenzione e il trattamento delle malattie 
croniche; questi effetti però devono essere rigorosamente dimostrati con appropriati 
studi sperimentali e clinici. Queste componenti salutari possono anche venir aggiunte a 
certi alimenti tramite l'addizione di sostanze propositive al buon funzionamento 
psicofisico e alla salute generale della persona; in tal modo alle virtù di questi alimenti 
si sommano quelle delle sostanze aggiunte, ottenendo i cosiddetti alimenti funzionali. 
In realtà si dovrebbe distinguere fra nutraceutico ed alimento funzionale o anche 
farmalimento ("pharma food") : il primo indica una specifica sostanza estratta dagli 
alimenti con certe qualità medicamentose, mentre il secondo rappresenta un cibo vero e 
proprio (o addizionato) che mostra direttamente proprietà benefiche tramite la sua 
introduzione nella dieta alimentare.  
Le due tipologie, nutraceutico e alimento funzionale, non sono però poi così 
diverse, distanti e divisibili, anzi spesso vengono utilizzate come sinonimi. 
Alcuni alimenti infatti contengono numerose sostanze nutraceutiche, tanto da poter 
essere anch'essi definibili nutraceutici; ne sono un esempio i cosiddetti "protonutrienti", 
nei quali vi sono numerosi principi nutritivi come aminoacidi, acidi grassi 
essenziali, antiossidanti, sali minerali, vitamine, etc. E’ importante sottolineare che per 
definire un nutraceutico non è sufficiente che tale sostanza contenga una serie di 
nutrienti benefici, ma è essenziale conoscerne il contenuto, la fruibilità e la 
biodisponibilità. 
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Attualmente sono in commercio molte sostanze definite nutraceutici; di queste 
numerose sono in valutazione mediante studi in vitro, in vivo e, quando possibile, i 
risultati sugli effetti osservati vengono confermati mediante trial clinici. L’utilizzo di 
sostanze con effetto benefico noto ha trovato largo impiego in campo cardiovascolare e 
metabolico, data l’importanza della dieta sulla prevenzione ed il trattamento di tali 
patologie. 
In particolare, sono stati effettuati studi sulle cellule progenitrici endoteliali trattate 
con nutraceutici; questi studi sono stati fatti sia in vitro, somministrando 
l’alimento/integratore e poi valutando il livello di EPCs circolanti (ad esempio 
l’integratore alimentare StemKin® Mirkova et al., 2010) sia in vitro mediante il 
trattamento diretto di queste cellule e la successiva valutazione delle loro proprietà vitali 
e funzionali (ad esempio CellFood
TM
 Ferrero 2011).  
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CAPITOLO II: MATERIALI E METODI 
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2.1 COLTURE CELLULARI 
 
La coltura è un sistema artificiale nel quale cellule isolate vengono messe in 
condizione di accrescersi e dividersi per un tempo limitato (colture primarie) o 
indefinito (colture stabilizzate). Le colture preparate direttamente da un tessuto si 
dicono primarie; queste cellule sono in grado di compiere un numero finito di divisioni 
cellulari in vitro, dopodiché vanno incontro a degenerazione e morte. Tale fenomeno, 
indipendente dalla presenza di metaboliti appropriati per la crescita, viene definito 
“senescenza”.  
Le linee cellulari continue derivano da singole cellule in cui mutazioni spontanee o 
indotte hanno annullato il programma genetico della senescenza, si dicono perciò 
immortali: proliferano in modo continuo in presenza degli opportuni metaboliti. La 
crescita delle cellule in vitro viene assicurata dalla presenza di elementi nutritivi di base 
quali glucosio, amminoacidi, sali minerali e fattori di crescita presenti nel siero. I terreni 
usati per le colture cellulari differiscono tra loro per il contenuto in amminoacidi e sali, 
e per la concentrazione di glucosio. Per la crescita, le cellule richiedono un valore di pH 
del mezzo compreso tra 7.2 e 7.4; per mantenere costante tale valore si ricorre per lo più 
ad incubatori con una fase gassosa contenente il 5% di CO2 e terreni contenenti 
NaHCO3. Per avere un’indicazione visiva del pH, i terreni vengono addizionati di rosso 
fenolo, un indicatore che assume un colore rosso-arancio a pH 7,3, vira al giallo-arancio 
a pH acido e al rosso viola a pH alcalino. 
I terreni liquidi normalmente non contengono antibiotici, siero e L-glutamina, 
perché instabili; questi composti vengono aggiunti prima dell’uso. Il siero è una miscela 
complessa di proteine plasmatiche, fattori di crescita, minerali etc. quello di uso più 
comune nelle colture cellulari è il siero fetale bovino o di vitello (FBS o FCS). Pur 
operando in condizioni di sterilità, l’utilizzo di colture cellulari risulta a rischio di 
contaminazione da parte di batteri, funghi, micoplasmi e virus; per ridurre tale rischio 
vengono aggiunti, ai terreni di coltura, agenti antibiotici e antimicotici. 
 
2.1.1 COLTURA DI CELLULE PROGENITRICI ENDOTELIALI 
  
Le cellule progenitrici endoteliali (EPCs) vengono selezionate a partire dalla 
popolazione di linfo-monociti isolati dal sangue periferico di soggetti sani, seminati su 
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piastre precedentemente trattate con fibronectina umana, ed infine incubati con un 
mezzo di crescita per cellule endoteliali: EGM2, ossia endothelial cell growth medium. 
Il trattamento delle piastre con fibronectina, la glicoproteina adesiva più comune della 
matrice extracellulare, viene effettuato per 30 minuti a 37 °C ad una concentrazione di 
2µg/cm²; questa fase è necessaria per l’adesione delle cellule alle piastre di coltura e 
inoltre agisce da setaccio iniziale nella selezione delle progenitrici in quanto solo due 
tipi cellulari all’interno della popolazione di linfo-monociti sono dotati dei recettori 
integrinici per questa molecola: le cellule ematopoietiche e le piastrine. L’incubazione 
con mezzo selettivo permette di isolare con buona resa le cellule ematopoietiche in 
quanto al terreno di coltura basale per cellule endoteliali (EGM2) vengono aggiunti 
poco prima dell’uso: siero fetale bovino al 5% (FBS), antibiotico e antimicotico 
(Gentamicina e Amfotericina B) e altri fattori di crescita delle cellule endoteliali (IGF-1, 
hEGF, hFGF-B, VEGF, acido ascorbico e idrocortisone). A partire dall’isolamento, le 
cellule vengono incubate a 37°C con CO2 al 5%, il terzo giorno viene effettuato un 
lavaggio in PBS e il cambio del mezzo; il quarto/quinto giorno si può già osservare una 
discreta popolazione di cellule con forma allungata, morfologia tipica delle early EPCs.  
 
2.2 ISOLAMENTO DEI LINFO-MONOCITI 
 
Un volume di circa 35 ml di sangue viene prelevato da volontari sani in età 
compresa tra i 25 e i 40 anni e immesso in provette con EDTA. Il campione di sangue di 
ogni soggetto viene trasferito in tubi sterili da 50 ml, si procede quindi ad una prima 
centrifuga a 600xg per 20 minuti a 18°C, al termine della quale sarà avvenuta la 
separazione tra le due componenti principali del sangue, si scarta il plasma (e il sottile 
strato bianco di buffy coat) e si risospende la parte corpuscolare in tampone PBS, o 
soluzione fisiologica, in rapporto 1:3. Dopo aver omogenato la miscela si procede a 
stratificarla su una soluzione fredda di Histopaque-1077, composta da Ficoll 
(copolimero sintetico di saccarosio ed epicloridrina altamente idrosolubile) e diatrizoato 
di sodio; su ogni volume di Histopaque si devono stratificare circa due volumi di 
sangue-PBS. Si procede quindi a centrifugare per 35 minuti a 400xg a 18 °C; durante 
questo passaggio gli eritrociti si aggregano al Ficoll e sedimentano rapidamente; i 
granulociti diventando leggermente ipertonici, incrementano il tasso di sedimentazione 
e, come conseguenza, precipitano sul fondo del tubo.  
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Invece i linfociti e le altre cellule mononucleari rimangono a livello dell’interfaccia 
tra plasma e Histopaque-1077 formando uno strato bianco ben visibile (Figura 11). 
 
 
Figura11: isolamento dei linfo-monociti da sangue periferico su gradiente di Histopaque-1077 
 
Al termine della centrifuga si aspira lo strato di cellule mononucleate, e si 
trasferisce in nuovi tubi da 50 ml, si procede all’aggiunta di PBS in volume triplo 
rispetto a quello dei linfo-
monociti e dopo aver mescolato si 
centrifuga a 600xg per 16 minuti a 
18°C. Dopo aver rimosso il 
sovranatante si effettuano due 
lavaggi in PBS centrifugando per 
8 minuti a 4°C. Infine si 
risospende nel volume desiderato 
di EGM2 completo e si procede 
alla conta in camera di Burker 
(Figura 12). Si prelevano 10μl di 
sospensione cellulare, a cui si 
aggiungono 10 μl di Trypan Blue, 
un colorante in grado di colorare 
selettivamente le cellule morte; dopo avere mescolato, la miscela viene caricata nella 
cameretta e si contano le cellule vive presenti in tre quadrati grandi.  
Volume q.g. 
= 0,1mm³ 
 1ml =1cm³ 
 
Sangue diluito 
Histopaque-1077 
CENTRIFUGA 
Plasma e piastrine 
Cellule mononucleari 
mononucleate 
Histopaque-1077 
Eritrociti e granulociti 
Figura 12: Camera di Burker 
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Il numero di cellule per ml si ottiene dal prodotto della media delle cellule contate 
nei tre quadrati grandi per il fattore di diluizione e per il volume della sospensione 
moltiplicato per 10
4
, in quanto il volume del quadrato è pari a 0,1 mm³ mentre un ml 
corrisponde ad 1 cm³.Una volta noto il numero di cellule si procede alla semina, nelle 
concentrazioni adatte al saggio da effettuare. 
 
2.3 MARCATURA DELLE EPCs 
 
Le cellule progenitrici endoteliali sono state caratterizzate per due proprietà 
funzionali tipiche delle cellule appartenenti alla linea endoteliale: la capacità di 
“uptake” di LDL acetilate (AcLDL) e di legame con le lectine. La marcatura è stata 
effettuata mediante colorazione con LDL acetilate coniugate a 1,10-dioctadecil-
3,3,30,30-tetrametilindocarbocianina (DiI-ac-LDL) e l’agglutinina proveniente 
dall’Ulex europaeus (Sigma) coniugata al marcatore fluorescente FITC.  
Le EPC al giorno 4-7 di coltura vengono incubate con 10 µg/ml di DiI-ac-LDL 
(Invitrogen) per 2 ore a 37 °C; in seguito le cellule vengono fissate con paraformaldeide 
al 4% e marcate con 40 µg/ml di lectina coniugata con FITC per 2 h a 37 °C in assenza 
di luce. Le cellule vengono infine osservate al microscopio a fluorescenza e quelle 
positive per entrambi i marcatori (DiI-ac-LDL/Lectina) sono identificate come 
progenitrici endoteliali (Figura 13).  
 
 
Figura 13: marcatura delle EPCs. Dil-ac-LDL(A), Lectina (B), Dil-ac-LDL/Lectina (C) 
 
 
 
A B C 
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2.4 SAGGIO DI VITALITA’ 
 
Il saggio di vitalità utilizzato è stato l’MTT, un test colorimetrico utilizzato sia per 
determinare il numero di cellule vitali in proliferazione che per studi di citotossicità. 
Il componente più importante di questo metodo è il 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-
2,5-diphenyl tetrazolium bromuro o MTT. Questo prodotto ha un colore giallo in 
soluzione e viene ridotto a formazano dalla succinato deidrogenasi (Figura 14), enzima 
appartenente alla catena respiratoria mitocondriale, attivo solo nelle cellule vitali; il 
valore della densità ottica (O.D.) ottenuto mediante lettura spettrofotometrica correla 
con il numero di cellule vive presenti.  
 
Figura 14: conversione del 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium bromuro (o MTT) in formazano. 
 
La deidrogenasi agisce rompendo l'anello tetrazolico, e porta alla formazione di 
cristalli color porpora insolubili in soluzioni acquose. I cristalli sono ridisciolti in una 
soluzione di isopropanolo e dimetilsulfossido in rapporto 90:10 con il duplice fine di 
lisare le cellule e solubilizzare i cristalli di formazano formatisi, infine la soluzione 
purpurea risultante è misurata spettrofotometricamente. Questo metodo è semplice ed 
accurato, fornisce risultati riproducibili, ed è economico e rapido, ma nonostante questi 
vantaggi diversi parametri possono influenzare il metabolismo cellulare e altri fattori, 
che modificano significativamente l’attività MTT-specifica ottenendo risultati errati. Per 
questo motivo, è essenziale stabilire i parametri del saggio con opportuni controlli per 
ogni linea cellulare e/o trattamento in modo da ottimizzare le condizioni del saggio; 
questi parametri dovrebbero includere la determinazione dell’appropriata densità 
cellulare, mezzo di coltura, concentrazione ottimale e tempo di esposizione del MTT. Al 
momento del saggio il mezzo di coltura deve essere fresco per impedire una deplezione 
dei nutrienti, negli studi di citotossicità inoltre è necessario controllare gli effetti del 
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trattamento con la sostanza che possano influenzare il metabolismo cellulare (Sylvester 
et al., 2011). Precedentemente viene preparata una soluzione stock di MTT ad una 
concentrazione di 5 mg/ml in PBS sterile, conservata a -20ºC; la soluzione stock viene 
aggiunta direttamente al mezzo di coltura in modo da ottenere una concentrazione finale 
di MTT pari a 0.5 mg/mL. Le cellule al quinto giorno di coltura, (circa 100.000/cm²) 
sono incubate con i sali di tetrazolio per 3 ore, al termine delle quali viene eliminato il 
mezzo contenente MTT e si effettua un lavaggio con PBS. In seguito viene aggiunto 
uno stesso volume di una miscela di isopropanolo e dimetilsolfossido (DMSO) e dopo 
30 minuti di incubazione, l’assorbanza di questa soluzione viene determinata prima a 
540 nm e poi a 620 nm (misura del background), utilizzando un lettore di piastre 
multipozzetto. La vitalità viene espressa come percentuale rispetto al controllo della 
differenza tra le due letture per ogni punto sperimentale ripetuto in triplo. 
 
2.5 ANALISI DELLA PRODUZIONE DI ROS 
 
Esistono tanti metodi per determinare la produzione di radicali liberi nelle cellule. 
Tecniche usate con successo comprendono la chemiluminescenza del luminolo (Suzuki; 
Dahlgren and Mellqvist) o della lucigenina 
(Gyllenhammar, 1987), la riduzione del citocromo 
c (Dahlgren and Karlsson, 1999), l’ossidazione 
dell’orange xylenolo (Nourooz-Zadeh, 1999) o 
quella della DCFH-DA (Carmody; Tammariello 
and Ottonello). La tecnica più diretta fa uso di 
sonde fluorescenti o chemioluminiscenti cellula-
permeabili. Citometria di flusso o fluorimetria 
possono essere usate per determinare la quantità di 
ROS con sonde fluorescenti. 
In questo lavoro, la valutazione dello stress 
ossidativo cellulare è stata effettuata utilizzando la 
sonda 2’,7’-diclorofluoresceina diacetilata (DCFH-
DA). Tale composto incolore e permeabile, 
diffonde attraverso le membrane all’interno della 
cellula dove viene enzimaticamente deacetilato 
Figura 15: internalizzazione e conversione della 
2’,7’-diclorofluoresceina diacetilata (DCFH-DA) 
nel composto fluorescente DCF. 
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dalle esterasi intracellulari che la riducono a DCFH, un composto più idrofilo e non 
fluorescente. In presenza di specie reattive dell’ossigeno, DCFH è rapidamente ossidata 
nel composto fluorescente DCF (Figura 15).  
L’accumulo di DCF nelle cellule può essere misurato mediante un incremento della 
fluorescenza emessa a 530 nm quando il campione viene eccitato a 485 nm. La 
fluorescenza viene misurata con un fluorimetro e si assume essere proporzionale alla 
concentrazione di specie reattive dell’ossigeno presente nelle cellule. 
Le cellule vengono incubate con la sonda ad una concentrazione di 5 μM per 30 
minuti a 37°C, in seguito si effettua un lavaggio con PBS e la lettura al fluorimetro può 
essere fatta mantenendo le cellule in PBS o in mezzo senza rosso fenolo se compatibile 
con la coltura cellulare. La produzione di ROS viene riportata come percentuale di 
fluorescenza della sonda per ogni punto sperimentale rispetto al controllo, alla quale 
viene sottratta la fluorescenza del bianco, corrispondente ai pozzetti in cui è presente 
solo la sonda e non le cellule, in questo modo si ottiene anche una misura dell’eventuale 
autofluorescenza della diclorofluoresceina diacetato che in assenza di cellule non 
dovrebbe essere in grado di emettere segnali rilevabili.  
 
2.6 SAGGIO DI ADESIONE 
 
Al giorno 5 di coltura le early EPCS vengono lavate con PBS e staccate con 
tripsina-EDTA 1%. 
Si procede quindi a centrifugare per 5 minuti a 400xg e si risospende in EGM-2, si 
effettua la conta in camera di Burker e si seminano 10.000 cellule/pozzetto in una 
piastra precedentemente trattata con fibronectina. La piastra viene messa ad incubare a 
37°C per 30 minuti, al termine dei quali si effettua un lavaggio in PBS e si contano le 
cellule al microscopio. Due osservatori indipendenti procedono alla conta di 5 campi 
casuali per ogni punto sperimentale, mediante ingrandimento 200x o 400x (obiettivo 
20x o 40x). L’adesione viene espressa come numero di cellule presente per campo ad 
alto potere risolutivo (High Powered Field, HPF), valore ottenuto dalla media dei 10 
numeri a disposizione per ogni punto sperimentale. 
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2.7 SAGGIO DI SENESCENZA 
 
La senescenza cellulare viene valutata mediante l’utilizzo di un kit di colorazione 
istochimica (Senescence Cells Histochemical Staining Kit, Sigma Aldrich) basata 
sull’attività della β-galattosidasi a pH 6 nelle cellule senescenti, chiamato SA- β-gal 
(Dimri et al., 2005) attività non rilevata in cellule quiescenti, immortali o tumorali. 
Questa attività enzimatica, ben distinta da quella presente in tutte le cellule che 
risulta rilevabile solo a pH acido, è dovuta ad un aumento della biogenesi lisosomiale 
nelle cellule senescenti (Lee et al., 2006) . 
La β-D-galattosidasi lisosomiale è un’idrolasi che taglia i terminali di β-D-
Galattosio dai substrati gangliosidici e da altri glicoconiugati; per rilevare cito- o 
istochimicamente l’attività SA- β-gal è necessario incubare le cellule fissate o il tessuto 
con il substrato cromogenico di questo enzima, l’X-gal contenuto in un buffer a pH 6.0. 
In seguito all’incubazione, dalla durata variabile di 2 -16 ore, si sviluppa una 
colorazione blu, rilevabile mediante microscopio a contrasto di fase o a campo chiaro 
oppure mediante lettura dell’assorbanza ad una lunghezza d’onda di 620 nm. 
Questo saggio è utile per determinare se diverse condizioni o composti sono in 
grado di indurre o inibire la comparsa di cellule senescenti, inoltre può servire ad 
identificare un potenziale effetto protettivo anti-invecchiamento della sostanza testata. 
La procedura richiede un lavaggio delle cellule con PBS, in seguito, aggiunta di 
tampone di fissazione e incubazione per 6-7 minuti a temperatura ambiente; a questo 
punto dopo adeguati lavaggi in PBS, viene aggiunta la miscela di colorazione, 
contenente principalmente la soluzione di colorazione, quella dell’X-gal e acqua ultra 
pura. La piastra viene incubata overnight a 37°C in un ambiente non arricchito di CO2 in 
quanto questa fase è pH-dipendente; è inoltre importante rivestire la piastra in modo da 
evitarne la disidratazione.  
Al termine di questo periodo di incubazione si effettua un lavaggio con PBS e si 
osservano le cellule al microscopio contando sia le cellule totali che quelle blu in modo 
da poter calcolare la percentuale di senescenza; in alternativa, dopo il lavaggio, si 
aggiunge il dimetilsulfossido, si incuba 30 minuti a 37°C e infine si effettua la lettura 
spettrofotometrica a 620 nm. 
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2.8 ANALISI DELL’ESPRESSIONE GENICA 
 
2.8.1 ESTRAZIONE RNA CON L’UTILIZZO DEL REAGENTE  
TRIZOL® /TRI® 
  
Il metodo di isolamento dell’RNA a fase unica mediante l’estrazione in guanidina 
tiocianato-fenolo-cloroformio, introdotto nel 1987 (Chomczynsky e Sacchi), permette di 
ottenere una buona quantità di acido ribonucleico anche da colture cellulari a numero 
ridotto; nonostante i tempi più lunghi rispetto ai metodi che fanno uso delle colonnine, 
in termini di qualità del prodotto ottenuto, questa metodologia risulta la migliore. 
I principi alla base di questa tecnica sono due: l’azione della guanidina isotiocianato 
che inattiva le RNasi e l’azione della miscela fenolo/cloroformio acida che determina la 
suddivisione dell’RNA nella fase acquosa durante lo step di separazione.  
I reagenti utilizzati, TRIzol (Invitrogen) o l’equivalente TRI (Sigma-Aldrich), sono 
costituiti da una miscela di guanidina isotiocianato e fenolo; queste sostanze agiscono 
distruggendo le cellule e dissolvendo i componenti cellulari, mentre mantengono integro 
l’RNA. La seguente procedura consta di cinque fasi principali:  
1. omogeinizzazione, che si basa sull’aggiunta del reagente TRIzol o TRI, dopo 
aver lavato le cellule con PBS. Per un buon esito di questa prima fase è necessario 
pipettare il lisato cellulare diverse volte in modo da determinare la rottura di tutte o 
buona parte delle cellule presenti;  
2. trasferimento del lisato in provette ed incubazione a temperatura ambiente per 5 
minuti;  
3. separazione mediante l’aggiunta di cloroformio, agitazione e incubazione per 5 
minuti a temperatura ambiente seguita da centrifugazione a 12000xg per 15 minuti a 4 
°C. Al termine della centrifugazione si ottengono due fasi, una organica sul fondo 
contenente le proteine e i lipidi e una acquosa contenente l’RNA, all’interfaccia è 
presente uno strato di colore chiaro in cui è contenuto il DNA; 
4. si trasferisce quindi la fase acquosa in provette su ghiaccio, si aggiunge 
l’isopropanolo, si mescola e incuba per 10 minuti a 4°C, infine si centrifuga a 12000xg 
per 5 minuti a 4°C.  
Questi passaggi sono necessari per determinare la precipitazione dell’RNA;  
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5. lavaggi in etanolo al 75% la cui aggiunta è sempre seguita da agitazione su vortex 
e centrifuga a 8000xg per 5 minuti a 4°C. Dopo aver lavato il pellet si rimuove il 
sovranatante e si incuba senza tappo per 15-30 minuti a temperatura ambiente in modo 
da far evaporare i residui di etanolo presenti; infine si reidrata il campione aggiungendo 
acqua priva di RNasi e si incuba 10 minuti a 50-60°C per sciogliere l’RNA.  
Alla fine di questa procedura di estrazione l’RNA può essere quantificato con 
Nanodrop o mediante misura spettrofotometrica. Per meglio valutarne la qualità e 
l’integrità l’RNA può essere sottoposto a corsa elettroforetica su gel d’agarosio e, 
infine, congelato a -80°C, dove può essere conservato per periodi limitati a causa della 
elevata instabilità. 
 
2.8.2 QUANTIFICAZIONE DELL’RNA 
 
La concentrazione di RNA ottenuta dall’estrazione si misura mediante lettura 
spettrofotometrica dell’assorbanza ad una lunghezza d’onda di 260 nm, caratteristica 
degli acidi nucleici. Mantenendo su ghiaccio i campioni si diluiscono 1:500 in acqua 
priva di RNasi e dopo aver mescolato si procede alla lettura. 
Per valutare la presenza di eventuali contaminazioni si misura il rapporto di 
assorbanza 260nm/280nm e quello 260nm/230nm. Il primo misura la contaminazione 
proteica: per una buona purezza dell’RNA questo rapporto dovrebbe essere pari a 2; il 
secondo rapporto invece valuta la contaminazione del campione da parte di carboidrati, 
ione fenolato o tiocianato, il suo valore dovrebbe essere circa 1. 
 
2.8.3 ELETTROFORESI SU GEL DI AGAROSIO  
 
La qualità del RNA estratto si valuta mediante corsa elettroforetica su gel di 
agarosio. Le preparazioni di RNA totale sono composte prevalentemente da RNA 
ribosomiali (rRNA, fino all’85% dell’RNA in una cellula), anche se esistono diversi 
RNA transfer (tRNA) e moltissime molecole di RNA messaggero (mRNA); questi 
ultimi risultano poco rappresentati, per cui quando si effettua l’elettroforesi di RNA 
totale, saranno visualizzabili soltanto le bande corrispondenti all’RNA ribosomiale. 
Il gel di agarosio viene preparato al 1,5 % in tampone TBE costituito da Tris Base, 
acido borico ed EDTA in acqua priva di RNasi, dopo aver pesato la polvere di agarosio 
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(Sigma), si aggiunge al tampone 0,5x, si mescola e si mette a bollire su piastra per circa 
10 minuti, in modo da sciogliere tutta la polvere. Una volta raffreddato, al gel si 
aggiunge il bromuro di etidio, un colorante fluorescente che si intercala negli acidi 
nucleici ed assorbe la luce UV emettendo nel visibile (colore giallo-arancio); in seguito 
si lascia polimerizzare il gel nella vaschetta coperta per circa 30 minuti, inserendo un 
pettine che imprime nel gel i pozzetti in cui caricare il campione. 
Polimerizzato il gel, si caricano i campioni contenenti circa 1μg di RNA e il 
Loading Buffer costituito da blu di bromo fenolo e glicerolo, al fine di visualizzarli. 
 Quindi si procede con l’elettroforesi, la corsa dura circa 50 minuti ad un voltaggio 
di 100 Volt. 
Se l’estrazione ha avuto buon esito in termini di integrità e qualità del prodotto, al 
termine della corsa elettroforetica saranno visualizzate al transilluminatore tre bande: 
una superiore sottile corrispondente al DNA genomico, una corrispondente all’rRNA 
28S e, ad un p.m. ancora minore, sarà evidente la banda relativa all’rRNA 18S; è molto 
raro visualizzare la banda corrispondente all’rRNA 5S. 
In una buona preparazione la banda dell’rRNA 28S dovrebbe essere circa due volte 
più rifrangente della banda corrispondente al 18S. Se si vuole determinare con 
precisione la lunghezza di una molecola di RNA, l’elettroforesi deve avvenire in 
condizioni denaturanti, per consentire lo svolgimento di possibili strutture secondarie; 
questo si può ottenere aggiungendo al tampone o al gel un agente denaturante come la 
formaldeide o l’urea. 
 
2.8.4 TRATTAMENTO CON DNASI E RETROTRASCRIZIONE  
 
Prima di procedere alla trascrizione inversa dell’RNA in cDNA è necessario 
eliminare il residuo di DNA genomico presente nella preparazione, utilizzando la DNasi 
I, enzima che digerisce in maniera specifica molecole di DNA a singola e doppia elica. 
Il trattamento viene effettuato con un kit denominato Deoxyribonuclease I, 
Amplification Grade (Invitrogen) contenente l’enzima, un tampone di reazione e 
l’EDTA 25mM. La procedura consta nell’aggiunta ad 1 μg di campione di DNasi e 
tampone; si precede con l’incubazione a temperatura ambiente per 15 minuti e poi si 
aggiunge EDTA 25mM che blocca la reazione andando a chelare i cationi bivalenti che, 
per tempi maggiori di quello indicato, possono indurre l’idrolisi del RNA. 
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Il prodotto ottenuto dal trattamento con la DNasi viene direttamente utilizzato per la 
retrotrascrizione: 1μg di RNA trattato viene convertito in DNA complementare a 
singola elica (cDNA), utilizzando il Kit iScript™ cDNA Synthesis (Biorad). Al 
campione si aggiunge la miscela di reazione iScript 5x, l’enzima trascrittasi inversa ed 
acqua priva di nucleasi per portare a volume. Si procede quindi ad iniziare il protocollo 
di reazione nel termociclizzatore, che prevede l’incubazione della miscela completa di 
reazione 5 minuti a 25°C, 30 minuti a 42°C, 5 minuti a 85°C e infine si porta il 
campione a 4°C. 
La retro-trascrizione (o trascrizione inversa) produce cDNA mantenendo inalterati i 
rapporti relativi di concentrazione delle diverse specie degli RNA. 
Analogamente a quanto effettuato sull’RNA estratto anche per il DNA 
complementare si valuta la quantità mediante lettura spettrofotometrica e la qualità 
mediante corsa su gel di agarosio. Il DNA complementare ottenuto costituisce un 
campione stabile, che può essere conservato a -20°C per lunghi periodi. 
 
2.8.5 REAL-TIME PCR DEGLI ENZIMI ANTIOSSIDANTI DI FASE II ED EME-
OSSIGENASI 
 
La Real Time PCR è un metodo di amplificazione del DNA e simultanea 
quantificazione; questa tecnica, accoppiata alla retrotrascrizione, consente di 
quantificare i livelli di espressione di specifici mRNA.  
La combinazione di queste due tecniche, denominata RT-PCR quantitativa, 
permette di misurare l'espressione tempo e tessuto specifica di un gene. Questa 
quantificazione può essere relativa o assoluta; per studi di espressione genica 
generalmente si usa la prima che si basa sull’utilizzo di un gene Housekeeping (HK) per 
normalizzare i valori. 
Si presuppone infatti che questo gene sia espresso allo stesso livello in tutti i 
campioni, e, normalizzando rispetto ad esso, è possibile determinare se il gene in esame 
è diversamente espresso nei campioni trattati rispetto ai controlli. 
La Real-Time PCR si può realizzare mediante l’impiego di coloranti intercalanti 
(es. SYBR green), che si legano in maniera aspecifica a tutto il DNA oppure utilizzando 
sonde ad ibridazione, specifiche per il frammento di interesse, marcate con molecole 
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fluorescenti. Esistono diversi tipi di sonde, le più utilizzate sono le sonde Dual-labeled, 
come le sonde TaqMan utilizzata in questo studio. 
La sonda Taqman è un oligonucleotide complementare alla sequenza bersaglio da 
amplificare e ad una delle sue estremità presenta un fluoroforo (come FAM) che emette 
fluorescenza in maniera direttamente proporzionale al numero di ampliconi generati. 
Per valutare l’espressione genica degli enzimi superossido dismutasi manganese-
dipendente (SOD2), glutatione perossidasi 1(Gpx-1), Catalasi (CAT) ed Emeossigenasi-
1 (HMOX-1) è stato utilizzato il saggio di espressione genica con la Taqman (PE 
Applied Biosystem) e la Master Mix universale per PCR Taqman (PE Applied 
Biosystem) ; come gene Housekeeping è stato utilizzato l’rRNA 18S umano. 
I codici relativi alle sonde utilizzate sono riportate in tabella 2 (HS=Homo Sapiens). 
La procedura consta di tre fasi principali, dopo la prima di inizializzazione di 15 
minuti a 95°C seguono 40 cicli ripetuti delle fasi successive: 15 secondi a 95°C e 1 
minuto a 60°C. 
L’espressione genica si quantifica con il metodo comparativo del ciclo soglia (Ct o 
threshold cycle) mediante il quale l’espressione di ogni gene in un dato campione viene 
normalizzato rispetto all’espressione endogena dell’Housekeeping. I risultati sono 
riportati in termini di 2
-ΔΔCt, 
paragonati al campione di riferimento, per il quale si assume 
un’espressione pari a 1.  
 
GENE NOME SONDA CODICE 
Superossido Dismutasi 2 SOD2 HS 00829989 
Glutatione Perossidasi 1 Gpx-1 HS 00156308 
Catalasi CAT HS 00167309 
Emeossigenasi 1 HMOX-1 HS 00157965 
Human rRNA 18S rRNA 18S 4319413E 
 
 
 
 
 
 
TABELLA 2: sonde utilizzate 
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2.9 IMMUNOCITOCHIMICA DI NRF2 
 
Per effettuare questo tipo di saggio le cellule vengono seminate su chamber slide o 
su vetrino ad una concentrazione di circa 20.000 cellule/cm². Dopo cinque giorni 
dall’isolamento si aspira il mezzo di coltura e si aggiunge uno stesso volume di 
paraformaldeide al 4%, che determina la fissazione delle cellule sul vetrino. 
Dopo l’incubazione si effettuano lavaggi con PBS, quindi si aggiunge per 10 minuti 
una soluzione allo 0,2% di Triton X-100, detergente utilizzato al fine di permeabilizzare 
la membrana delle cellule. 
Si ripetono i lavaggi e si inizia la fase che prevede la saturazione dei siti aspecifici 
mediante esposizione del campione ad una soluzione proteica inerte prima di applicare 
l’anticorpo primario; la proteina presente in soluzione saturerà i siti aspecifici 
(componenti presenti nella coltura che possono interagire con l’anticorpo). I vetrini 
sono pertanto incubati con albumina sierica bovina (BSA) all’1%, per un’ora a 
temperatura ambiente. 
Al termine di questo lasso di tempo si procede all’incubazione overnight (ON) con 
l’anticorpo primario anti-Nrf2 (H-300), (Santa Cruz Biotechnology), diluito 1:50 in 
BSA all’1%; durante questa fase il vetrino deve essere mantenuto in condizioni umide, 
per evitarne l’essiccamento e l’evaporazione della soluzione contenente l’anticorpo. 
Il giorno successivo si aspira l’anticorpo primario e si effettuano lavaggi con PBS, 
si procede quindi all’incubazione della durata di un’ora, con l’anticorpo secondario 
mouse anti-rabbit IgG-FITC, (Santa Cruz Biotechnology), diluito 1:100 in BSA all’1%. 
Questo stadio della procedura deve essere eseguito evitando l’esposizione alla luce del 
fluoroforo. In seguito si ripetono i lavaggi e si procede ad incubare il vetrino con DAPI, 
diluito 1:500 in PBS, in modo da visualizzare i nuclei delle cellule. Infine si aggiunge il 
mounting fluid e si posiziona il copri-oggetto sul vetrino.  
La lettura al microscopio può essere fatta al termine della procedura di 
immunocitochimica o dopo alcune ore, la seconda opzione è spesso preferibile perché si 
permette al segnale di stabilizzarsi e le immagini ottenute presenteranno meno 
background. 
In questo lavoro l’immunocitochimica viene utilizzata al fine di valutare l’eventuale 
traslocazione del fattore Nrf2 dal citoplasma al nucleo indotta dal trattamento delle 
cellule progenitrici endoteliali con i lisati di grano e di fagiolo; se questa induzione 
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avviene ai tempi e alle concentrazioni utilizzate per i trattamenti, si osserva una 
sovrapposizione del segnale verde, corrispondente all’anticorpo secondario, con il 
segnale blu relativo al DAPI; il fattore cioè sarà dislocato nel nucleo della cellula. 
 
2.10 TRATTAMENTO CON I LISATI 
 
Il Lisosan G è registrato come integratore alimentare dal Ministero italiano della 
Salute, ed è prodotto dalla Azienda Agrisan di Larciano (PT); il Lady Joy invece, di più 
recente produzione, nasce dalla collaborazione tra l’istituto di Biologia e biotecnologia 
agraria (CNR) e il Consiglio per la Ricerca e la sperimentazione in Agricoltura (CRA). 
Le caratteristiche principali dei prodotti in oggetto sono state fornite dalle Aziende 
produttrici. 
Le cellule progenitrici endoteliali sono state trattate con questi due prodotti dopo la 
lisatura, effettuata in azienda; in laboratorio si procede alla sonicazione in acqua delle 
polveri ad una concentrazione di 70 mg/ml, effettuando tre cicli della durata di 10 
secondi. In seguito si centrifuga 10 minuti a 3000rpm, si preleva il sovranatante e una 
volta filtrate, le soluzioni vengono diluite direttamente nel mezzo di coltura per iniziare 
i trattamenti. 
Questo metodo di preparazione dei lisati determina il rilascio delle sole componenti 
idrofile presenti, mentre le componenti lipofile probabilmente vengono perse; ciò 
potrebbe essere un problema, però il contenuto di polifenoli, molecole idrofile, diventa 
un parametro importante ed affidabile.  
Attualmente è in corso la messa a punto di una metodica di estrazione chiamata 
Biphasic Extraction Method (B.E.M.), valida ed affidabile, di antiossidanti sia lipofili 
(carotenoidi e tocoli) che idrofili (polifenoli liberi e legati), capace di 
estrarre contemporaneamente entrambe le frazioni da cereali come il grano duro, 
considerando che le metodiche presenti in letteratura si basano sull’estrazione separata 
di tali antiossidanti.  
 Per le concentrazioni e i tempi dei trattamenti con i lisati si rimanda al capitolo dei 
risultati. 
Le cellule sono divise in sei principali gruppi: il primo gruppo viene incubato solo 
con il medium di crescita (CNT), il secondo trattato con il Lisosan G, il terzo viene 
trattato con il lisato di Lady Joy, il quarto gruppo viene pre-trattato con il Lisosan G e 
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poi incubato con perossido d’idrogeno, il quinto viene pre-trattato con il lisato di Lady 
Joy e poi incubato con H2O2, l’ultimo gruppo è rappresentato dalle cellule incubate 
inizialmente con il medium e successivamente con H2O2. Per il tempo e la 
concentrazione utilizzata nel trattamento con il perossido d’idrogeno (Franceschi 
S.A.S., Pisa) si rimanda al capitolo dei risultati. 
 
2.11 MISURA DEI POLIFENOLI TOTALI 
 
Il contenuto di polifenoli presente nei lisati Lisosan G e di Lady Joy, è stato valutato 
utilizzando il metodo di Folin-Ciocalteau, che si basa sull’ossidazione da parte dell’omonimo 
reattivo dei composti fenolici. 
Il reattivo è costituito da acido fosfotungstico e acido fosfomolibdico che, per reazione con 
i fenoli, si riducono ad ossidi di tungsteno e molibdeno dal tipico colore blu, con un picco di 
assorbimento alla lunghezza d’onda di 750 nm. 
Per ottenere la quantità di polifenoli in mg/ml presente in ogni campione, si utilizza uno 
standard di riferimento, l’acido gallico, a diverse concentrazioni (50μm, 100μm, 250μm, 
500μm, 1000μm) e si costruisce una retta di taratura. 
I polifenoli contenuti vengono misurati nei lisati sonicati e centrifugati nelle medesime 
condizioni utilizzate per trattare le cellule; al sovranatante dei lisati e alle varie concentrazioni di 
acido gallico, si aggiunge il reattivo di Folin diluito 1:10 in acqua distillata e si incuba a 
temperatura ambiente per circa otto minuti. In seguito si aggiunge una soluzione di carbonato di 
sodio 0,7 M e si incuba per due ore a temperatura ambiente, mantenendo le provette al buio. 
Al termine dell’incubazione di trasferiscono i campioni in cuvette di plastica e si procede 
alla lettura allo spettrofotometro ad una lunghezza d’onda di 750 nm, dopo aver azzerato lo 
strumento con il bianco (costituito da acqua distillata, reattivo di Folin e carbonato di sodio, 
preparato con il medesimo metodo). 
Infine, per il calcolo della quantità di polifenoli, nell’equazione della retta corrispondente 
allo standard, si inserisce l’assorbanza misurata per ogni campione, ottenendo la quantità di 
polifenoli in esso contenuti, espressi in mg/ml. 
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2.12 ANALISI STATISTICA 
 
Per verificare un’eventuale differenza tra i diversi gruppi di cellule è stata effettuata 
un’analisi della varianza ad una via (ANOVA). In seguito, al fine di capire quali gruppi 
differivano tra loro e quanto, è stato condotto il test di Fisher PLSD (Protected Least 
Sig. Difference), un test Post-hoc effettuato dopo aver completato l’ANOVA, che tiene 
conto dei risultati ottenuti dall’analisi della varianza. Il test di Fisher non è altro che un 
set di test t, in quanto effettua un confronto tra tutte le combinazioni a coppie dei 
gruppi, con l’unica differenza di considerare la variabilità non solo dei gruppi 
confrontati ma di tutti quelli presenti. 
I valori di tre esperimenti indipendenti sono stati espressi come media ± errore 
standard (ES).  
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CAPITOLO III: RISULTATI 
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3.1 PREPARAZIONE DEI LISATI DI GRANO E FAGIOLO USATI PER 
ILTRATTAMENTO 
 
Nella fase preliminare dello studio abbiamo messo a punto il metodo di 
preparazione dei lisati utilizzati per il trattamento; prendendo come riferimento il 
contenuto totale in polifenoli abbiamo valutato eventuali differenze presenti in seguito 
alla variazione di alcuni parametri, quali il tempo, i cicli di sonicazione e la 
concentrazione di lisato dalla quale effettuare le diluizioni. 
La misurazione è stata effettuata con il metodo di Folin-Ciocalteu determinando gli 
equivalenti di acido gallico presenti per ogni ml di campione in tre esperimenti 
indipendenti. Il contenuto dei polifenoli nel Lisosan G aumenta in modo non 
significativo all’aumentare del tempo (da 10 a 20 secondi) e dei cicli (da 3 a 5) di 
sonicazione. Variando la concentrazione iniziale da 70 a 35 mg/ml non si osserva una 
riduzione di polifenoli proporzionale alla concentrazione e soprattutto non si osservano 
differenze statisticamente significative. Questo risultato potrebbe, in parte, essere 
dovuto al fatto che la quantità aggiunta aumento di polvere di Lisosan G non è stata 
sufficientemente sonicata, comportando un minor rilascio di polifenoli totali, oppure 
che stiamo lavorando ad una concentrazione saturante. 
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Figura 16: dosaggio dei polifenoli con saggio di Folin-Ciocalteu, misurati in equivalenti di acido gallico 
per ml di soluzione (AGE/ml). Nel Lisosan G non si osserva una variazione significativa all’aumentare del 
tempo (da 10 a 20 secondi) e dei cicli (da 3 a 5) di sonicazione. Dalla concentrazione iniziale di 70 a 35 
mg/ml non si osserva una riduzione di polifenoli proporzionale alla concentrazione. 
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Per quanto riguarda il lisato di fagiolo Lady Joy, risulta evidente in prima istanza il 
minor contenuto di polifenoli rispetto al lisato di grano; inoltre tale contenuto risulta 
quasi indipendente dai cicli e dai tempi di sonicazione, in quanto si osservano solo lievi 
differenze tra le diverse condizioni. 
La variazione della concentrazione iniziale determina, in questo caso, il 
dimezzamento del contenuto di polifenoli; questo risultato indica quindi che, 
aumentando la quantità del lisato di partenza, si osserva un aumento proporzionale dei 
polifenoli totali. 
 
 
 
Il contenuto dei polifenoli totali misurato nei due lisati alle diverse concentrazioni 
di lavoro viene espresso come acido gallico equivalenti per ml di soluzione (AGE/ml). 
L’aumento osservato non è proporzionale alle concentrazioni di lisati testati ed i 
polifenoli totali quantificati non raggiungono livelli elevati, rimanendo sotto l’unità di 
AGE/ml. 
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Figura 17: dosaggio dei polifenoli con saggio di Folin-Ciocalteu, misurati in equivalenti di acido gallico 
per ml di soluzione (AGE/ml). Nel Lady Joy non si osserva una variazione significativa all’aumentare 
del tempo (da 10 a 20 secondi) e dei cicli (da 3 a 5) di sonicazione. Dalla concentrazione iniziale di 70 a 
35 mg/ml non si osserva una riduzione di polifenoli proporzionale alla concentrazione. 
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3.2 MESSA A PUNTO DEL SISTEMA CELLULARE 
 
La cellule progenitrici endoteliali (EPCs) sono state isolate mediante gradiente di 
densità e seminate in piastre multiwell, trattate con fibronectina e terreno selettivo 
specifico. Al quinto giorno dalla messa in coltura presentano una caratteristica forma 
allungata come mostrato in figura 19. Queste cellule sono state caratterizzate mediante 
marcatura con LDL acetilate coniugate a 1,10-dioctadecil-3,3,30,30-
tetrametilindocarbocianina (DiI-ac-LDL) e lectina proveniente dall’Ulex europaeus 
coniugata al marcatore fluorescente FITC (Figura 20). 
 Nella prima fase di questo studio sono state messi a punto le condizioni ottimali di 
trattamento delle EPCs con concentrazioni crescenti di lisati e perossido di idrogeno. 
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Figura 18: dosaggio dei polifenoli con saggio di Folin-Ciocalteu, misurati in equivalenti di acido gallico 
per ml di soluzione (AGE/ml) contenuti nelle tre concentrazioni utilizzate di Lisosan G e Lady Joy. 
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Figura 19 : immagine al microscopio a fluorescenza. 
 
Figura 20: marcatura cellule progenitrici endoteliali. Dil-
ac-LDL(A), Lectina (B), Dil-ac-LDL/Lectina (C). 
 
Per quanto riguarda i lisati, sono state testate tre concentrazioni (0,35mg/ml; 
0,7mg/ml;1,4mg/ml) a tre diversi tempi di trattamento (2, 4 e 6 ore) e la curva di 
tossicità ottenuta è stata valutata, mediante saggio MTT, come vitalità delle cellule 
trattate rispetto alle cellule di controllo. I dati di tre esperimenti indipendenti sono 
espressi come media ± errore standard (ES) della percentuale di vitalità rispetto al 
controllo.Per quanto riguarda il Lisosan G è stato osservato che il trattamento con il 
lisato di grano, rispetto alle cellule di controllo e indipendentemente da tempo e 
concentrazione, protegge le EPCs in termini di vitalità cellulare (Figura 21). La 
concentrazione ottimale da utilizzare sembra essere quella di 0,7 mg/ml, mentre 2 e 4 
ore i tempi ottimali di trattamento. 
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La curva di vitalità dose- e tempo-dipendente effettuata con il lisato di Lady Joy 
mostra, invece un effetto tossico di questo lisato dopo sei ore di trattamento (Figura 22). 
In questo caso, la concentrazione ottimale di lavoro risulta essere 0,35 mg/ml e la durata 
del trattamento 4 ore. 
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Figura 21: curva di tossicità del Lisosan G con tre concentrazioni e tre tempi di 
trattamento; vitalità valutata con saggio MTT. 
Figura 22: curva di tossicità del Lady Joy con tre concentrazioni e tre tempi di 
trattamento; vitalità valutata con saggio MTT. 
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E’ stata quindi determinata la concentrazione ed il tempo di trattamento ottimale 
con perossido d’idrogeno. Sono state testate quattro diverse concentrazioni di perossido 
d’idrogeno (100μM, 500μM, 1mM e 5mM) e tre tempi di incubazione (5, 3 ed 1 ora). 
Dopo un’ora si osserva una riduzione significativa della vitalità cellulare in seguito al 
trattamento con perossido d’idrogeno alla concentrazione 1mM e 5mM rispetto al 
controllo (rispettivamente p<0.05 e p<0,001 vs CNT). La concentrazione più alta di 
perossido d’idrogeno (5mM) determina un calo altamente significativo anche alle 3 ore 
di trattamento (p<0.001 vs CNT) mentre dopo 5 ore si osserva una riduzione 
significativa alle concentrazioni 500 μM e 5mM (p<0.05 vs CNT).  
 
 
 
Sono state individuate le condizioni che determinavano circa il 30% della mortalità; 
quindi il trattamento ottimale con H2O2 è stato ottenuto/individuato alla concentrazione 
1mM per 3 o 5 ore oppure con H2O2 500μM per 1 ora. 
Tenendo in considerazione anche risultati ottenuti con i lisati abbiamo individuato 
in 4 ore la durata ottimale di trattamento; pertanto, nei successivi test di vitalità, 
adesione e senescenza sono state utilizzate tutte e tre le concentrazioni di lisati e un 
trattamento totale di 4 ore, pre-trattando le cellule 1 ora con i lisati e co-trattando 
successivamente con acqua ossigenata 1mM per 3 ore in quanto alcuni lavori su 
epatociti e lievito (Longo et al., 2011) hanno dimostrato una maggiore efficienza del 
pretrattamento. 
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Figura 23: curva di tossicità del perossido d’idrogeno con quattro concentrazioni e tre 
tempi di trattamento; vitalità valutata con MTT. *= p<0,05 vs CNT; **=p<0,01 vs CNT. 
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Per quanto riguarda la valutazione dell’espressione enzimatica ed i saggi di 
immunocitochimica è stata scelta la concentrazione migliore per ogni lisato, ossia 0,7 
mg/ml per il Lisosan G e 0,35 mg/ml per il lisato di fagiolo, mantenendo invariato il 
trattamento con perossido d’idrogeno. 
 
3.3 Valutazione della vitalità cellulare 
 
La vitalità delle cellule progenitrici endoteliali, al quinto giorno di coltura, è stata 
valutata con il saggio MTT. Le cellule sono state pre-trattate 1 ora con il lisato di grano 
o di fagiolo, quindi esposte per 3 ore ad H2O2 1mM. La concentrazione delle cellule 
seminate è circa 100.000 cellule/cm
2
.  
I dati di tre esperimenti indipendenti sono espressi come media ± errore standard 
(ES) della percentuale di vitalità rispetto al controllo. 
Il trattamento con il Lisosan G mantiene elevati i livelli di vitalità rispetto alle 
cellule non trattate, soprattutto in seguito al trattamento con Lisosan G 0,7 mg/ml 
(Figura 24). In presenza di perossido d’idrogeno si osserva una riduzione significativa 
della vitalità rispetto al controllo (p<0.01 vs CNT); il pretrattamento delle cellule con 
Lisosan G 0,35 e 0,7 mg/ml protegge le cellule dalla mortalità indotta da H2O2 e alla 
concentrazione più bassa la vitalità risulta significativamente maggiore rispetto al 
controllo (p<0,05 vs CNT + H2O2).  
Anche il trattamento con il lisato di fagiolo Lady Joy risulta essere protettivo in 
termini di vitalità cellulare (Figura 25). Il confronto tra i trattamenti alle diverse 
concentrazioni del lisato e le cellule di controllo mostra una differenza altamente 
significativa (p<0,005 test ANOVA).  
In particolare alla concentrazione più bassa (0,35 mg/ml), si osservano livelli di 
vitalità significativamente più elevati rispetto alle cellule di controllo (p<0.001) e alla 
concentrazione 0,7 mg/ml i livelli di cellule vitali risultano significativamente maggiori 
rispetto al gruppo di controllo (p<0,01). 
Tale protezione risulta ancor più evidente se confrontata con le cellule esposte ad 
H2O2 1mM, dove si osserva una riduzione significativa della vitalità rispetto alle cellule 
non trattate (p<0.01 vs CNT), mentre il pre-trattamento con le concentrazione di 0,35 e 
0,7 mg/ml di lisato mantiene i livelli di vitalità più elevati sebbene tale differenza risulti 
significativa solo per la prima concentrazione (p<0,05 vs CNT + H2O2). 
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Il saggio MTT valuta la vitalità cellulare determinando l’attività metabolica mediante la 
misura del prodotto di conversione del sale di tetrazolio in formazano, catalizzata dalla 
succinato deidrogenasi. La misura diretta della vitalità cellulare prima e dopo i trattamenti con i 
lisati è stata effettuata mediante conta al microscopio delle cellule vitali con camera di Burker, 
in seguito a colorazione con Trypan Blue.  
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Figura 24: misura di vitalità valutata con saggio MTT con tre concentrazioni di Lisosan G (trattamento 
di quattro ore), in presenza o meno di H2O2 1mM. **=p<0,01 vs CNT; #=p<0,05 vs CNT + H2O2. 
Figura 25: misura di vitalità valutata con saggio MTT con tre concentrazioni di Lady Joy (trattamento 
di quattro ore), in presenza o meno di H2O2 1mM. **=p<0,01 vs CNT; ****=p<0,001 vs CNT; 
#=p<0,05 vs CNT + H2O2. 
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Il numero di cellule vitali non varia in maniera significativa rispetto al controllo dopo i 
trattamenti con il solo Lisosan G, mentre in presenza di perossido d’idrogeno si osserva una 
differenza tra i gruppi statisticamente significativa (p<0,05 Test ANOVA).  
In particolare la concentrazione 0,7 mg/ml risulta di maggior efficacia nel preservare la 
vitalità delle progenitrici endoteliali esposte ad H2O2 (p<0,05 vs CNT + H2O2). 
  
 
 
Il trattamento con il lisato del fagiolo Lady Joy (Figura 27) determina una variazione 
altamente significativa del numero di cellule vitali rispetto al controllo (p<0,01 vs CNT; 
p<0,001 vs CNT + H2O2 test ANOVA). In particolare la concentrazione di 0,35 mg/ml mantiene 
i livelli di vitalità significativamente più alti, sia in presenza di perossido d’idrogeno (p<0,001 
vs CNT + H2O2) che dopo trattamento con il solo lisato (p<0,01 vs CNT).  
Anche in questo saggio di vitalità si osserva un calo significativo della vitalità delle cellule 
di controllo dopo l’aggiunta di H2O2 (p<0,01 vs CNT), calo parzialmente inibito dal trattamento 
con i lisati. 
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Figura 26: misura di vitalità valutata con Trypan Blue con tre concentrazioni di Lisosan G, in presenza o 
meno di H2O2 1mM. **=p<0,01 vs CNT; #=p<0,05 vs CNT + H2O2. 
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3.4 Valutazione dell’effetto antiossidante dei lisati  
 
La produzione di specie reattive dell’ossigeno è stata valutata mediante test della 
diclorofluoresceina-diacetato (DCFH-DA), utilizzando due diverse concentrazioni di 
perossido d’idrogeno al fine di osservare un aumento delle ROS proporzionale e 
dipendente dalla concentrazione. Tuttavia, questo aumento non è stato osservato, 
probabilmente perché il trattamento con H2O2 1mM producendo quantità eccessive di 
ROS determina un’alta mortalità e quindi una riduzione quantitativa di cellule 
indispensabili per la conversione della molecola DCFH-DA nella forma fluorescente 
(DCF). I dati di tre esperimenti indipendenti sono espressi come media ± errore standard 
(ES) della percentuale di fluorescenza della DCF rispetto al controllo e la significatività 
è stata valutata mediante test t di Student per dati indipendenti. Il trattamento con H2O2 
1mM determina un aumento significativo delle ROS intracellulari rispetto al controllo 
non trattato (p<0.005 vs CNT). 
Per quanto riguarda l’effetto del Lisosan G invece, in assenza di stress ossidativo, si 
osserva un aumento nella produzione di ROS rispetto al controllo, mentre dopo il co-
trattamento con perossido d’idrogeno, ad entrambe le concentrazioni, si assiste ad un 
calo delle specie reattive sebbene statisticamente non significativo. 
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Figura 27: misura di vitalità valutata con Trypan Blue con tre concentrazioni di Lady Joy, in presenza o 
meno di H2O2 1mM. **=p<0,01 vs CNT; ####=p<0,001 vs CNT + H2O2. 
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Il trattamento con il lisato di fagiolo mostra il medesimo andamento (Figura 29), con una 
riduzione della concentrazione di ROS intracellulari dopo insulto ossidativo nelle cellule 
pretrattate, rispetto alle cellule di controllo non trattate. Il trattamento con la sola H2O2 1mM 
causa, invece, un aumento significativo delle ROS intracellulari rispetto alle cellule di controllo 
(p<0.005 vs CNT). 
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Figura 28: misura della concentrazione di ROS intracellulari con saggio DCFH-DA, con due 
concentrazioni di Lisosan G, in presenza o meno di H2O2 1mM. ***=p<0,005 vs CNT. 
Figura 29: misura della concentrazione di ROS intracellulari con saggio DCFH-DA, con due 
concentrazioni di Lady Joy, in presenza o meno di H2O2 1mM. ***=p<0,005 vs CNT. 
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3.5 Saggio di adesione 
 
L’adesione è una delle proprietà funzionali delle EPCs ed è stata analizzata prima e 
dopo il trattamento con i lisati, in presenza o meno di stress ossidativo. I risultati di tre 
esperimenti indipendenti sono riportati come numero di cellule per campo ad alta 
risoluzione (cell number/high power field). 
L’analisi della varianza tra i diversi gruppi di cellule trattate con Lisosan G mostra 
una differenza altamente significativa sia in assenza che in presenza di H2O2 1mM 
(p<0,01 test ANOVA). 
Come mostrato in figura 30, il trattamento con il lisato di grano 0,35 mg/ml 
determina un aumento significativo dell’adesione (p<0,05 vs CNT), aumento 
ulteriormente esacerbato alla concentrazione 0,7 mg/ml (p<0,01 vs CNT). In seguito 
all’aggiunta del fattore ossidante si verifica un brusco calo della capacità adesiva delle 
EPCs (p<0.01 vs CNT), calo che viene parzialmente inibito dal trattamento con il lisato 
a tutte le concentrazioni testate, in maniera altamente significativa per le concentrazioni 
0,35 e 0,7 mg/ml (p<0.001 vs CNT+H2O2 1mM). 
Il trattamento con il lisato di fagiolo risulta avere un effetto positivo sulla capacità 
di aderire delle EPCs (Figura 31). In questo caso, le differenze tra i gruppi di cellule 
trattate e non con i lisati risulta essere altamente significativa (p<0,001 test ANOVA), in 
entrambe le condizioni sperimentali. L’aumento dell’adesione risulta essere 
inversamente proporzionale alla concentrazione di lisato di Lady Joy utilizzata, con un 
picco a 0,35 mg/ml altamente significativo sia in assenza (p<0.001 vs CNT) che in 
presenza di perossido d’idrogeno (p<0.001 vs CNT+H2O2 1mM), rispetto alle cellule di 
controllo. Il pretrattamento con lisato di fagiolo 0,7 mg/ml determina un’induzione 
significativa dell’adesione (p<0.01 vs CNT+H2O2 1mM) in seguito ad insulto 
ossidativo, risultato osservato anche in assenza di stress alla concentrazione 0,7 mg/ml 
(p<0.01 vs CNT). Infine, in presenza di H2O2 1mM, il pre-trattamento con la 
concentrazione più alta di lisato mantiene i valori dell’adesione ai livelli delle cellule di 
controllo, (p<0.01 vs CNT + H2O2 1 mM). 
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I risultati ottenuti mostrano un effetto positivo maggiore del lisato di fagiolo rispetto 
a quello di grano sulla capacità delle cellule progenitrici endoteliali di aderire. 
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Figura 30: saggio di adesione di EPCs trattate con tre diverse concentrazioni di Lisosan G, in 
presenza o meno di H2O2. **=p<0,01 vs CNT; ##=p<0,01 vs CNT+H2O2. 
Figura 31: saggio di adesione di EPCs trattate con tre diverse concentrazioni di Lady Joy, in presenza o 
meno di H2O2. **=p<0,01 vs CNT; ****=p<0,001 vs CNT; ##=p<0,01 vs CNT+H2O2; ####=p<0,001 vs 
CNT+H2O2 
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3.6 Saggio di senescenza 
 
La senescenza delle EPCs è stata valutata con il kit della β-galattosidasi sfruttando 
l’attività enzimatica a pH 6 nelle cellule senescenti, attività non rilevata in cellule 
quiescenti, immortali o tumorali. 
I risultati ottenuti sono stati poi normalizzati per la vitalità, misurata con test MTT. 
I dati di tre esperimenti indipendenti sono espressi come media ± errore standard 
(ES) del rapporto senescenza/vitalità rispetto al controllo. 
La variazione di senescenza nei gruppi di cellule non trattate e trattate con differenti 
concentrazioni di Lisosan G risulta statisticamente significativa (p<0,05 test ANOVA); 
questa differenza tra gruppi permane dopo trattamento con perossido d’idrogeno 
(p<0,001 test ANOVA) come si osserva in figura 32. 
Il trattamento con Lisosan G 0,35 e 0,7 mg/ml determina una ridotta senescenza, 
soprattutto alla concentrazione inferiore di lisato (p<0,05 vs CNT); in presenza di 
perossido d’idrogeno si osserva una riduzione significativa e proporzionale della 
senescenza nei pre-trattamenti con 0,35 e 0,7 mg/ml di lisato rispetto al controllo 
trattato con H2O2 (p<0.01 vs CNT+H2O2). In entrambe le condizioni, con o senza H2O2, 
si osserva che la concentrazione più alta di lisato, pari a 1,4 mg/ml, mantiene livelli di 
senescenza sovrapponibili a quelli del controllo.  
Il trattamento con il lisato di fagiolo risulta avere sulla senescenza cellulare effetto 
sovrapponibile a quanto osservato con Lisosan G (Figura 33). Alle concentrazioni 0,35 
e 0,7 mg/ml si osserva un effetto inibitorio sulla senescenza cellulare, sia in presenza 
che in assenza di perossido di idrogeno. Tra il gruppo delle cellule trattate con il lisato e 
quelle di controllo è stata osservata una differenza statisticamente significativa (p<0,01 
test ANOVA).In particolare, la concentrazione 0,35 mg/ml determina una riduzione 
significativa della senescenza (p<0.01 vs CNT) in assenza di insulto ossidativo. 
 In seguito all’aggiunta di perossido di idrogeno si osserva una differenza 
significativa tra i gruppi (p<0,01 test ANOVA); il calo della senescenza risulta 
significativo solo nelle cellule pretrattate con 0,35 e 0,7 mg/ml di lisato, rispetto al 
controllo esposto ad H2O2 1 mM (p<0.05 vs CNT). Anche in questo caso la 
concentrazione più alta di lisato non protegge dalla senescenza, che mostra valori simili 
a quelli riportati nelle cellule di controllo.  
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Figura 32: saggio di senescenza di EPCs trattate con tre diverse concentrazioni di Lisosan G, in 
presenza o meno di H2O2. *=p<0,05 vs CNT; ##=p<0,01 vs CNT+H2O2 
Figura 33: saggio di senescenza di EPCs trattate con tre diverse concentrazioni di Lady Joy, in presenza o 
meno di H2O2. **=p<0,01 vs CNT;#=p<0,05 vs CNT+H2O2; ##=p<0,01 vs CNT+H2O2 
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3.7 Espressione genica 
 
Mediante real time PCR quantitativa è stata valutata l’espressione genica degli 
enzimi antiossidanti glutatione perossidasi (Gpx-1), superossido dismutasi manganese-
dipendente (SOD2), catalasi (CAT) ed eme-ossigenasi (HMox-1) in seguito al 
pretrattamento con i lisati (Lisosan G 0,7 mg/ml e Lady Joy 0,35 mg/ml) ed al 
successivo co-trattamento con perossido d’idrogeno alla concentrazione 1mM. 
I dati di tre esperimenti indipendenti sono espressi come media ± errore standard 
(ES) dell’incremento rispetto al controllo (fold increase). Come mostrato in figura 34, 
l’espressione genica della glutatione perossidasi risulta aumentare in seguito al 
trattamento con i lisati; questo aumento, tuttavia, risulta statisticamente significativo 
solo per le cellule trattate con Lisosan G 0,7 mg/ml (p<0.05 vs CNT).  
In seguito allo stress ossidativo indotto da H2O2 si osserva un aumento 
dell’espressione genica in tutti i campioni esaminati, sebbene l’induzione risulti 
maggiore nei campioni pretrattati con i lisati. 
 
 
Anche l’espressione genica della superossido dismutasi-manganese dipendente 
risulta significativamente modulata dai lisati sia in presenza che in assenza di H2O2 
(Figura 35). Infatti, in seguito al trattamento con Lisosan G 0,7 mg/ml e lisato di Lady 
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Figura 34: espressione del gene Gpx-1 in EPCs trattate con Lisosan G 0,7 mg/ml e Lady 
Joy 0,35 mg/ml per 4 ore, in presenza o meno di H2O2 1mM valutata con Real Time PCR. 
*=p<0,05 vs CNT. 
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Joy 0,35 mg/ml si osserva un aumento di espressione genica, che differisce 
statisticamente dal controllo (rispettivamente p<0.05 e p<0.01 vs CNT). Questo trend 
crescente viene mantenuto anche in condizioni di stress ossidativo, ossia in presenza di 
H2O2 1mM, dove si osserva un aumento significativo (p<0,05 vs CNT + H2O2 1mM) 
dell’espressione di SOD2 nelle cellule pretrattate con lisato di Lady Joy rispetto alle 
cellule del controllo. 
L’espressione del gene che codifica per catalasi non risulta aumentata in modo 
significativo in seguito al trattamento con i lisati di grano e di fagiolo (Figura 36). In 
seguito al trattamento con Lisosan G e perossido d’idrogeno 1mM si osserva un lieve 
aumento dell’espressione genica della catalasi; tale evidenza non è stata ottenuta nei 
campioni pretrattati con Lady Joy ed esposti ad insulto ossidativo. 
 
 
 
Infine, nella figura 37 viene mostrata l’espressione genica dell’eme-ossigenasi, che viene 
modulata dal lisato di grano in maniera statisticamente significativa (p<0,05 vs CNT); il 
trattamento con il lisato di Lady Joy, invece, non modifica l’espressione di questo gene rispetto 
alle cellule di controllo. 
 Anche in seguito all’induzione di stress ossidativo si osserva un aumento nell’espressione 
genica dell’eme-ossigenasi soltanto in presenza di pretrattamento con Lisosan G. 
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Figura 35: espressione del gene SOD-2 in EPCs trattate con Lisosan G 0,7 mg/ml e Lady Joy 
0,35 mg/ml per 4 ore, in presenza o meno di H2O2 1mM. *=p<0,05 vs CNT; **=p<0,01 vs 
CNT; #=p<0,05 vs CNT+H2O2. 
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Figura 36: espressione del gene CAT in EPCs trattate con Lisosan G 0,7 mg/ml e Lady 
Joy 0,35 mg/ml per 4 ore, in presenza o meno di H2O2 1mM.  
Figura 37: espressione del gene HO-1 in EPCs trattate con Lisosan G 0,7 mg/ml e Lady 
Joy 0,35 mg/ml per 4 ore, in presenza o meno di H2O2 1mM. *=p<0,05 vs CNT. 
* 
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3.8 TRASLOCAZIONE DI NRF2 
 
Al fine di valutare l’eventuale attivazione di Nrf2 da parte dei lisati è stato 
effettuato un saggio di immunocitochimica. Nfr2, fattore di trascrizione nucleare, si 
trova localizzato nel citosol, ancorato ai filamenti di actina mediante il legame con la 
proteina Keap1; in seguito alla sua attivazione, da parte di una vasta gamma di sostanze, 
il fattore trasloca nel nucleo, dove lega le sequenze ARE (antioxidant responsive 
element) e determina l’espressione di tutta una serie di geni implicati nella risposta allo 
stress ossidativo. Per questo studio abbiamo trattato le cellule con 0,35mg/ml di lisato di 
Lady Joy e 0,7mg/ml di Lisosan G ed effettuato un time course (1.5, 3 e 4 ore) in modo 
da individuare a diversi tempi di trattamento l’eventuale induzione della traslocazione di 
Nfr2 nel nucleo.  
Il sistema di rivelazione per il fattore di trascrizione nucleare Nrf2 si basa su un 
meccanismo indiretto che consiste in una prima reazione tra l’anticorpo primario anti-
Nrf2 e la proteina, ed una successiva reazione con l’anticorpo secondario (mouse anti-
rabbit IgG-FITC ) coniugato al FITC, visibile come segnale verde. Il nucleo è stato 
colorato con DAPI (blu) e nelle cellule che presentano traslocazione di Nrf2 nel nucleo 
(verde), dovrebbe essere visibile la sovrapposizione dei due segnali (blu e verde).  
Nelle cellule non trattate il segnale verde si osserva solo nel citosol, quindi il fattore 
di trascrizione non viene attivato (Fig. 38 A e B). 
In seguito al trattamento con il Lisosan G per 1,5 ore si osserva il medesimo 
risultato; Nrf2, infatti, sembrerebbe localizzato solo nel citosol delle EPCs (Fig. 39 A).  
Dopo 3 ore di trattamento con il lisato di grano si osserva, in molte cellule, la 
presenza del segnale fluorescente verde nel nucleo, sovrapposto al segnale blu emesso 
dal DAPI (Fig. 39 B,C ed D). 
Dopo 4 ore di trattamento con Lisosan G il fattore sembra essere confinato 
nuovamente nel citosol delle cellule (Fig. 39 E); questo risultato può essere dovuto alla 
breve emivita di Nrf2. 
Il lisato di fagiolo Lady Joy, invece, non sembra indurre l’attivazione di Nrf2 dopo 
1,5 e 3 ore (Fig. 40 A e B), mentre dopo il trattamento di 4 ore si osserva una parziale 
sovrapposizione dei segnali fluorescenti nel nucleo; questi eventi però, oltre ad essere 
molto rari, risultano di difficile interpretazione (Fig. 40 C). 
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I risultati ottenuti ci permettono di ipotizzare un’attivazione tardiva di Nrf2 da parte 
del lisato di fagiolo rispetto al Lisosan G; sarà quindi necessario valutare la 
traslocazione di questo fattore dopo tempi più lunghi di trattamento.  
Le immagini ottenute rappresentano dati assolutamente preliminari, da integrare con 
l’analisi dell’espressione genica e proteica dei target di Nrf2, nonché, quando possibile, 
con l’analisi quantitativa del fattore stesso nel nucleo e nel citosol mediante 
immunoblotting. 
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Figura 38: immagini al microscopio a fluorescenza di cellule progenitrici endoteliali non trattate con i lisati (A e B) 
B 
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Figura 39 : immagini al microscopio a fluorescenza di cellule progenitrici endoteliali trattate con Lisosan G, 
per 1,5ore (A), 3 ore (B,C ed D) e 4 ore (E). 
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Figura 40: immagini al microscopio fluorescenza di cellule progenitrici endoteliali trattate con lisato di Lady 
Joy per 1,5 ore (A), 3 ore (B) e 4 ore (C).  
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Sin dal primo isolamento nel 1997, da parte di Asahara e collaboratori, le EPCs 
hanno suscitato un forte interesse da parte della comunità scientifica, legato soprattutto 
al loro ruolo nella vasculogenesi post-natale; studi successivi (Li Calzi et al., 2010) 
hanno dimostrato che queste cellule vengono reclutate dal midollo osseo nei siti di 
attiva angiogenesi o di danno endoteliale, dove contribuiscono in maniera significativa 
alla neovascolarizzazione e alla riparazione endoteliale. 
L’assenza di un marcatore univoco per il riconoscimento di questa popolazione 
cellulare ha portato a studi condotti su diverse popolazioni, tutte definite EPCs, ma 
aventi diversità funzionali e strutturali tali da suscitare molti dubbi sull’effettiva identità 
di queste cellule ed il ruolo reale che esse esplicano nella vasculogenesi (Pearson, 
2010). 
Molti fattori influenzano il numero e la funzione delle EPCs, tra questi il diabete, 
l’ipertensione, nonché l’insorgenza di patologie cardiovascolari oltre a trattamenti con 
sostanze farmacologiche e non. 
Come dimostrato da Case e collaboratori nel 2008, anche condizioni di stress 
determinano sia una riduzione nei livelli circolanti che una perdita di funzionalità delle 
EPCs; per tale motivo, l‘interesse si è focalizzato sull’effetto di sostanze antiossidanti 
nel prevenire la disfunzione delle EPCs indotta dallo disquilibrio ossidativo.  
Recenti studi hanno dimostrato inoltre come il tipo di dieta e l’apporto di 
determinati nutrienti sia essenziale per la prevenzione di una serie di condizioni 
patologiche, tutte caratterizzate da stati di disfunzione endoteliale e stress ossidativo 
(Hill et al., 2003). E’ stato inoltre osservato che fattori dietetici, nonché sostanze 
naturali come il resveratrolo (Wang et al., 2011) o l’epigallocatechina gallato (Ohga et 
al., 2008), esplicano un’azione protettiva nei confronti di queste cellule. Tuttavia, ad 
oggi, solo un ridotto numero di lavori è stato rivolto allo studio di sostanze con effetto 
nutraceutico su questo sistema cellulare in vitro o in vivo (Huang et al., 2010). 
In questo studio è stato valutato l’effetto del trattamento con due sostanze di origine 
naturale, il Lisosan G ed il lisato del fagiolo Lady Joy, in cellule progenitrici endoteliali 
(EPCs) in coltura. 
Il Lisosan G è un lisato derivante da una particolare lavorazione del cruschello e del 
germe di grano ed è attualmente riconosciuto come integratore alimentare. Il Lady Joy, 
invece, è una variante del fagiolo borlotto geneticamente selezionata in base all’assenza 
di fitoemagglutinina e in seguito arricchita in faseolammina, inibitore dell’α-amilasi. 
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Queste sostanze, in seguito a sonicazione, sono state utilizzate per pretrattare cellule 
progenitrici endoteliali in condizioni basali o di stress indotto da perossido d’idrogeno. 
Le cellule così trattate sono poi state valutate per vitalità, produzione di ROS, adesione, 
senescenza ed espressione genica di alcuni enzimi antiossidanti. 
Inoltre, è stato indagato il meccanismo d’induzione di alcuni di questi enzimi, 
mediante lo studio dell’attivazione del fattore Nrf2. 
Come riportato in letteratura (Dernbach et al., 2004) le EPCs mostrano una 
particolare resistenza allo stress ossidativo, grazie soprattutto all’elevata espressione di 
enzimi antiossidanti; per questo motivo sono state utilizzate alte concentrazioni di 
perossido d’idrogeno (H2O2 1mM), in concomitanza o meno con i lisati. 
Nonostante i numerosi studi di cui sono state protagoniste, non esiste attualmente 
un metodo unico per isolare e caratterizzare le cellule progenitrici endoteliali ma in 
letteratura vengono proposti tre diversi protocolli (Hristov et al., 2003), nessuno dei 
quali è risultato in grado di isolare selettivamente le EPCs. 
In questo studio è stata utilizzata la metodica più accreditata, basata sull’isolamento 
dei linfo-monociti da sangue periferico di soggetti sani e la successiva semina su piastre 
rivestite da fibronectina in presenza di mezzo selettivo endoteliale.  
Il trattamento con Lisosan G e lisato di Lady Joy è stato effettuato dopo 5 giorni 
dall’isolamento, sulle cellule progenitrici endoteliali definite precoci (early EPCs) ed è 
stato osservato un miglioramento nella vitalità cellulare in presenza di queste sostanze 
ed una protezione alla citotossicità indotta dal perossido d’idrogeno. 
Il lavoro di Dernbach e collaboratori del 2004, ha rilevato che le cellule progenitrici 
endoteliali trattate con elevate concentrazioni di perossido d’idrogeno, mostrano livelli 
di ROS molto più bassi rispetto a quelli prodotti, nelle medesime condizioni, da cellule 
endoteliali mature; in questo studio è stato osservato un aumento significativo delle 
specie reattive prodotte in seguito al trattamento con H2O2 1mM. I lisati presentano 
invece un effetto ambivalente, in quanto somministrati da soli provocano un leggero 
aumento delle ROS intracellulari, mentre in combinazione con il perossido d’idrogeno 
risultano abbassare i livelli di specie reattive, rispetto alle cellule del controllo esposte al 
solo stress ossidativo. 
L’azione pro-ossidante dei lisati osservata potrebbe essere necessaria ad indurre la 
risposta antiossidante endogena, mentre la riduzione osservata in seguito al co-
trattamento con H2O2 potrebbe far supporre un’azione da scavengers delle due sostanze. 
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Per la maggior parte delle sostanza testate sulle EPCs è stato valutato l’effetto sui 
livelli circolanti di progenitrici (Mirkova et al., 2010); pochi studi hanno invece 
ampliato le analisi valutando alcune proprietà funzionali prima e dopo il trattamento. 
Tra questi, Huang e collaboratori (Huang et al., 2011), studiando gli effetti del 
resveratrolo, polifenolo contenuto nella buccia dell’acino d’uva, ha dimostrato come, in 
seguito al trattamento delle cellule progenitrici endoteliali con questa sostanza, si 
osserva non solo un aumento nel numero di EPCs ma anche un miglioramento nella 
capacità di aderire, migrare e formare tubuli in vitro. Inoltre è stata valutata la 
senescenza cellulare in cellule progenitrici tardive (late EPCs) che risulta essere 
fortemente ridotta dal trattamento con il resveratrolo. 
Nel presente lavoro di tesi sono state valutate l’adesione e la senescenza delle 
cellule progenitrici in seguito al pretrattamento con il Lisosan G e il lisato di Lady Joy 
in condizioni basali o dopo esposizione a stress ossidativo. 
La capacità di aderire risulta una funzione molto importante durante i processi di 
internalizzazione e differenziamento delle cellule progenitrici nel sito di danno; i 
risultati ottenuti dimostrano che il trattamento con i due lisati aumenta fortemente 
l’adesione delle EPCs, tale aumento risulta ancor più significativo in seguito 
all’esposizione ad H2O2. 
Le cellule progenitrici, essendo cellule staminali adulte, mantengono la telomerasi 
attiva; queste cellule quindi, soprattutto nelle prime fasi di differenziamento, presentano 
bassi livelli di senescenza, irreversibile stato di non crescita continua, che può durare a 
lungo, senza che ci siano segni di morte cellulare; la cellula in questo stato produce alti 
livelli di β-galattosidasi. Oltre alla senescenza intrinseca ed inevitabile, è nota un altro 
tipo di senescenza, indotta da fattori esterni quali stimoli oncogeni, danni al DNA 
(indotto da stress ossidativo o altri fattori di stress) e lunghi periodi di coltura cellulare.  
La determinazione della senescenza è stata fatta in questo studio per valutare sia gli 
effetti tossici dovuti al trattamento con i lisati sia gli effetti protettivi nei confronti delle 
cellule esposte a stress indotto dalla coltura e dal perossido d’idrogeno. 
I risultati ottenuti dimostrano che il Lisosan G e il lisato di Lady Joy non inducono 
la senescenza, ma anzi ne ritardano l’insorgenza sia in presenza che in assenza di 
perossido d’idrogeno. 
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Probabilmente questo effetto anti-aging è dovuto soprattutto all’azione di 
scavengers dei lisati o alla modulazione genica dei principali fattori coinvolti nella 
risposta antiossidante endogena. 
Tuttavia, lo stadio precoce delle cellule progenitrici, stadio in cui è stato condotto lo 
studio, è caratterizzato da un basso grado di senescenza; pertanto, sarebbe necessario 
ripetere gli esperimenti in fasi avanzate di maturazione di queste cellule (late EPCs). 
Nel 2004, due gruppi di ricerca indipendenti (He et al.; Dernbach et al.) hanno 
dimostrato che le cellule progenitrici, rispetto alle cellule endoteliali mature, presentano 
elevati livelli di espressione genica dei principali enzimi antiossidanti di fase II quali la 
catalasi, la superossido dismutasi e la glutatione perossidasi, associando a queste 
evidenze la comprovata resistenza delle EPCs allo stress ossidativo. 
Successivamente è stato evidenziato che il trattamento con elevate concentrazioni di 
glucosio determina una forte induzione del gene codificante la glutatione perossidasi 
(Felice et al., 2010). 
In base a questi risultati, il nostro studio ha valutato l’espressione genica dei 
suddetti enzimi in seguito al trattamento con i lisati, in presenza o meno di perossido 
d’idrogeno ed è stata rilevata un’induzione sia della superossido dismutasi manganese-
dipendente che della glutatione perossidasi, i cui geni risultano modulati dal Lisosan G 
e dal lisato di Lady Joy. La catalasi invece risulta solo lievemente indotta dal 
trattamento, ma esclusivamente in condizioni basali, in quanto la presenza di H2O2 ne 
riduce l’espressione in tutti i campioni valutati. Tali risultati suggeriscono che, oltre alla 
protezione esercitata dai lisati sulle cellule progenitrici endoteliali, valutata in termini di 
vitalità, produzione di ROS, adesione e senescenza, queste sostanze sono in grado di 
indurre l’attivazione delle difese antiossidanti endogene, mediante l’aumento 
dell’espressione di geni codificanti enzimi che provvedono a difendere la cellula dallo 
stress indotto. Tuttavia, le condizioni sperimentali da noi utilizzate non ci consentono di 
valutare gli effetti a livello cellulare di tale induzione genica. 
Infine, è stato indagato il meccanismo alla base della resistenza cellulare allo stress 
ossidativo indotta dal trattamento con i lisati; si è quindi valutata l’eventuale attivazione 
del fattore di trascrizione Nrf2, in quanto alcuni studi hanno dimostrato il 
coinvolgimento di questo fattore nella risposta antiossidante di cellule endoteliali 
(Guaho et al., 2007) ed di progenitrici endoteliali (Zhao et al., 2012). In entrambi gli 
Rossella Russo 
99 
 
studi è stato dimostrato che l’attivazione di Nrf2 è mediata dal pathway fosfoinositolo3-
chinasi/Akt dipendente. 
Recenti lavori hanno dimostrato che il fattore Nrf2 modula l’espressione di più di 
200 geni (Gwarzo et al., 2009), tra questi anche i geni codificanti le proteine 
superossido dismutasi manganese-dipendente e glutatione perossidasi 1. 
Uno dei più importanti geni target di Nrf2 è l’emeossigenasi 1 (HO-1), la cui 
espressione viene indotta solo in seguito alla traslocazione nel nucleo del fattore attivato 
e al suo legame con le sequenze ARE (Antioxidant Responsive Element). In questo 
studio è stato dimostrato che il trattamento con il Lisosan G aumenta l’espressione 
dell’emeossigenasi 1 sia in condizioni basali che di stress indotto da H2O2, mentre il 
lisato di fagiolo, alle concentrazioni ed ai tempi utilizzati, non determina variazioni di 
espressione di questo gene rispetto alle cellule non trattate.  
Ulteriori studi saranno necessari per valutare l’effetto dei lisati su altri geni target di 
Nrf2, oltre a MnSOD, Gpx1 e HO-1, come i geni codificanti la glutatione transferasi o 
la DT-diaforasi. 
L’attivazione di Nrf2 può essere misurata in maniera diretta, essenzialmente 
attraverso due metodi: immunoblotting del fattore, per valutarne la quantità nel nucleo 
oppure immunocitochimica di Nrf2 al fine di visualizzarne la traslocazione. A causa del 
ridotto numero di early EPCs selezionate dalla popolazione iniziale di linfo-monociti, 
non è stato possibile applicare la prima delle due tecniche citate, a causa della ridotta 
concentrazione di proteine nucleari. 
L’eventuale traslocazione di Nrf2 è stata quindi osservata con saggio di 
immunocitochimica e le immagini ottenute ci hanno permesso di supporre 
un’attivazione del fattore da parte del Lisosan G dopo circa tre ore di trattamento; il 
lisato di fagiolo invece non sembra indurre un aumento della traslocazione, ma sarà 
necessario valutare la localizzazione di Nrf2 nella cellula dopo trattamenti più lunghi.  
Molti dati sperimentali dimostrano che i polifenoli sono in grado di stimolare la 
trascrizione dei sistemi di difesa antiossidante e di detossificazione, direttamente 
attraverso gli ARE (Valerio et al., 2001; Toyokuni et al., 2003). Un’ulteriore ipotesi 
sostiene che i polifenoli influenzano l’attivazione degli ARE/EpRE indirettamente, 
modulando l’attività di Nrf2 (Masella et al., 2005).  
Vari polifenoli hanno mostrato una spiccata attività benefica mediante stimolazione 
delle vie cito-protettive Nrf2-dipendentie la simultanea inibizione del pathway di NF-
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kB. L’osservazione che Lisosan G agisca mediante la traslocazione nucleare Nrf2, 
favorendo quindi la trascrizione di geni codificanti per enzimi responsivi a stress 
ossidativo, può aprire nuovi campi di indagine sulla modulazione dei meccanismi 
infiammatori mediati dal fattore NF-kB.  
Il metodo di preparazione dei lisati, permette prevalentemente il rilascio delle 
sostanze idrofile, quali i polifenoli; è quindi possibile che proprio questi ultimi giochino 
un ruolo chiave nella protezione dallo stress ossidativo, sia agendo da scavengers delle 
ROS, sia modulando l’espressione genica dei maggiori enzimi coinvolti nella risposta 
antiossidante endogena. 
Nei nostri laboratori è in corso la messa a punto del Biphasic Extraction Method 
(B.E.M.) che ci consentirà di estrarre da prodotti cerealicoli sia la componente idrofilica 
che liposolubile, al fine di ottenere un risultato più completo sull’effetto dei lisato di 
grano. 
Un limite di questo studio, è rappresentato dal trattamento delle cellule con i lisati 
tal quali. Sarebbe stato infatti opportuno utilizzare una forma digerita da un cocktail di 
enzimi, in modo da mimare in vitro il processo digestivo. Il digestato infatti acquisisce 
caratteristiche diverse a causa delle variazioni di pH a cui è esposto lungo il tratto 
digerente. La simulazione dell’effetto in vivo potrebbe essere meglio mimata se il 
digestato fosse poi sottoposto ad assorbimento su un monostrato di Caco.2 cells, sistema 
attualmente in valutazione nel nostro laboratorio. 
In conclusione, il nostro studio ha valutato l’effetto di alimenti funzionali su cellule 
progenitrici endoteliali che svolgono un ruolo chiave nella riparazione del danno 
vascolare.  
L’effetto positivo esercitato dalle componenti antiossidanti rappresenta un 
importante contributo degli alimenti funzionali da noi testati nella prevenzione delle 
patologie metaboliche e cardiovascolari. 
Tali studi preliminari ci hanno permesso di identificare alcuni meccanismi d’azione 
dei lisati di grano e di fagiolo; la conferma di questi risultati consentirà di pianificare 
studi in vivo, su coorti di soggetti, allo scopo di verificare l’effettivo ruolo di tali 
componenti in stati fisiopatologici. 
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